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Abstrakt 
Práce se zabývá problematikou predikce škodlivosti aminokyselinových mutací pomocí metody 
MAPP. Tato metoda pro svoji činnost potřebuje vícenásobné zarovnání a fylogenetický strom vy-
tvořený pomocí nástrojů třetích stran. Hlavním cílem této práce je vybrat suboptimální parametry a 
nástroje třetích stran pro metodu MAPP s využitím jednoho silně promutovaného proteinu. Poté je 
metoda MAPP s vybranými programy a parametry otestována na dvou nezávislých datasetech a její 
výkon je srovnán s ostatními nástroji určenými pro predikci vlivu mutací. Dalším cílem je vytvořit 
pro metodu MAPP webové rozhraní, které umožní pracovat s touto metodou bez instalace databáze 
proteinů, programů třetích stran i samotného nástroje MAPP. 
 
 
Abstract 
This thesis discusses the issue of predicting the effect of amino acid substitutions on protein func-
tion using MAPP method. This method requires the multiple sequence alignment and phylogenetic 
tree constructed by third-party tools. Main goal of this thesis is to find the combination of suitable 
tools and their parameters to generate the inputs of MAPP method on the basis of analysis on one 
massively mutated protein. Then, the MAPP method is tested with chosen combination of parame-
ters and tools on two large independent datasets and consequently is compared with the other tools 
focused on prediction of the effect of mutations. Apart from this the web interface for the MAPP 
method was created. This interface simplifies the use of the method since the user need not to in-
stall any tools or set any parameters. 
 
 
Klíčová slova 
Aminokyselinové substituce, aminokyselinové mutace, MAPP, predikce škodlivosti mutací, více-
násobné zarovnání sekvencí, fylogenetická analýza, fylogenetický strom, proteinové inženýrství 
 
 
Keywords 
Amino acid substitution, amino acid mutation, MAPP, predicting the effect of amino acid substitu-
tions, multiple sequence alignment, phylogenetic analysis, phylogenetic tree, protein engineering 
 
 
Citace 
Pelikán Ondřej: Predikce škodlivosti aminokyselinových mutací s využitím metody MAPP, diplo-
mová práce, Brno, FIT VUT v Brně, 2014  
Predikce škodlivosti aminokyselinových mutací s využi-
tím metody MAPP 
 
 
Prohlášení 
Prohlašuji, že jsem tuto diplomovou práci vypracoval samostatně pod vedením 
Ing. Jaroslava Bendla. 
Uvedl jsem všechny literární prameny a publikace, ze kterých jsem čerpal. 
 
 
…………………… 
Bc. Ondřej Pelikán 
10. 4. 2014 
 
 
 
Poděkování 
Děkuji Ing. Jaroslavu Bendlovi za odborné vedení práce a cenné rady, které mi pomohly tuto práci 
zkompletovat. 
Také děkuji za přístup k výpočetním a úložným zařízením ve vlastnictví skupin a projektů, 
které přispívají k národní výpočetní síti MetaCentrum, provozované v rámci programu "Projects of 
Large Infrastructure for Research, Development, and Innovations" (LM2010005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
© Bc. Ondřej Pelikán, 2014 
Tato práce vznikla jako školní dílo na Vysokém učení technickém v Brně, Fakultě informačních 
technologií. Práce je chráněna autorským zákonem a její užití bez udělení oprávnění autorem je 
nezákonné, s výjimkou zákonem definovaných případů. 
 
Obsah 
1 Úvod ........................................................................................................................... 3 
2 Proteiny ....................................................................................................................... 4 
2.1 Struktura proteinů ................................................................................................. 4 
2.2 Funkce proteinů .................................................................................................... 5 
2.3 Vznik proteinů ...................................................................................................... 5 
2.4 Mutace ................................................................................................................. 6 
2.5 Proteinové inženýrství .......................................................................................... 8 
3 Predikce vlivu aminokyselinových substitucí na funkci proteinu ................................ 10 
3.1 Databáze proteinů ............................................................................................... 10 
3.2 Vyhledávání sekvencí v sekvenční databázi proteinů........................................... 11 
3.3 Konzervovanost segmentů .................................................................................. 12 
3.4 Metody predikce ................................................................................................. 12 
3.5 Přehled nástrojů .................................................................................................. 15 
3.6 Metodika porovnání nástrojů .............................................................................. 18 
4 Zarovnání sekvencí .................................................................................................... 20 
4.1 Zarovnání sekvencí v bioinformatice .................................................................. 20 
4.2 Druhy zarovnání ................................................................................................. 21 
4.3 Základní metody zarovnání ................................................................................. 21 
4.4 Heuristické algoritmy ......................................................................................... 23 
5 Vícenásobné zarovnání .............................................................................................. 25 
5.1 Dynamické programování ................................................................................... 25 
5.2 Progresivní metody ............................................................................................. 25 
5.3 Iterativní metody ................................................................................................ 26 
5.4 Kombinace progresivních a iterativních metod .................................................... 27 
5.5 Porovnání progresivních a iterativních metod ...................................................... 27 
5.6 Další přístupy k zarovnání sekvencí .................................................................... 29 
6 Fylogenetická analýza ............................................................................................... 30 
6.1 Fylogenetický strom ........................................................................................... 30 
6.2 Metody založené na vzdálenosti .......................................................................... 32 
6.3 Metody založené na znacích ............................................................................... 33 
6.4 Consensus tree .................................................................................................... 35 
6.5 Nástroje pro fylogenetickou analýzu proteinových sekvencí ................................ 35 
7 Optimalizace programů třetích stran použitých při testování metody MAPP ............... 38 
7.1 Testovací protein ................................................................................................ 38 
7.2 Použitá databáze ................................................................................................. 39 
7.3 Testovací prostředí ............................................................................................. 39 
7.4 Experimenty zaměřené na výběr sekvencí ........................................................... 39 
7.5 Experimenty zaměřené na vytváření zarovnání vybraných sekvencí z databáze ... 42 
7.6 Experimenty zaměřené na vytváření fylogenetického stromu ze zarovnaných 
sekvencí......................................................................................................................... 42 
7.7 Vyhodnocení optimalizace a výběr programů pro metodu MAPP ........................ 42 
8 Ověření přesnosti metody MAPP ............................................................................... 44 
8.1 Dataset PMD ...................................................................................................... 44 
8.2 Dataset MMP ..................................................................................................... 46 
8.3 Zhodnocení přesnosti metody MAPP .................................................................. 48 
1 
9 Implementační část .................................................................................................... 50 
9.1 Knihovna v jazyce Python .................................................................................. 50 
9.2 Webové rozhraní ................................................................................................ 52 
10 Závěr ......................................................................................................................... 55 
2 
1 Úvod 
Proteiny neboli bílkoviny jsou základní složkou všech živých organismů a poznat princip 
jejich fungování je proto pro člověka velmi důležité. Nedílnou součástí proteinů jsou i jejich 
změny (mutace) a důsledky, které tyto změny mají na výslednou funkci proteinu. Důsledky 
mutací lze zkoumat přesnými, ale pomalými a drahými laboratorními experimenty nebo lze 
provést předběžný odhad pomocí rychlých, ale méně přesných počítačových metod. Jednou 
z takových metod je metoda nazvaná MAPP. 
Pro spuštění metody MAPP je nutné vytvořit pomocí programů třetích stran vícená-
sobné zarovnání a fylogenetický strom. Téma tvorby zarovnání a fylogenetického stromu je 
popsáno v samostatných kapitolách tak, aby čtenář získal představu o jejich účelu, použití a 
důvodech, proč je metoda MAPP pro svou činnost potřebuje. 
Cílem teoretické části práce je uvést čtenáře do problematiky proteinových mutací, 
tvorby zarovnání, konstrukce fylogenetického stromu a nástrojů, které byly použity 
s metodou MAPP v praktické části. 
Hlavním cílem praktické části práce je analyzovat chování metody MAPP v závislosti 
na výběru podpůrných nástrojů třetích stran a také porovnat přesnost této metody s dalšími 
běžně používanými nástroji pro predikci vlivu aminokyselinových substitucí, protože taková 
analýza a porovnání výkonu nebylo autory metody MAPP poskytnuto. 
Praktická část je rozdělena do tří etap. V první etapě je popsán proces výběru nástrojů, 
které vedou k nejlepším výsledkům predikce metodou MAPP na jednom silně promutova-
ném proteinu. V druhé etapě je metoda MAPP s vybranými nástroji testována na dvou nezá-
vislých datasetech a porovnána s dalšími nástroji, které na těchto datasetech byly také testo-
vány. Poslední etapou práce je vytvoření webové stránky, která poskytuje jednoduché roz-
hraní pro snadné použití metody MAPP. 
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2 Proteiny 
Proteiny tvoří většinu suché hmotnosti buňky a definují také její biochemickou či elektrickou 
aktivitu. Proteiny nejsou jen stavebními kameny buňky, ale obstarávají také většinu buněč-
ných funkcí. Proteiny se mohou podle funkce rozdělovat na: 
• Enzymy - provádí katalýzu rozpadu a tvorby kovalentních vazeb. Jsou zapojeny do 
biochemických procesů od trávení potravy až po kopírování DNA. 
• Strukturní proteiny - poskytují mechanickou oporu buňkám a tkáním. Tvoří zá-
kladní složkou lidských vlasů, nehtů, zvířecích rohů apod. 
• Transportní proteiny - přenáší malé molekuly a ionty, např. lipidy či kyslík 
v krevním oběhu. 
• Zásobní proteiny - skladují malé molekuly nebo ionty. Například železo se ukládá 
v játrech tím, že se váže na malý protein zvaný ferritin. 
2.1 Struktura proteinů 
V této kapitole je nastíněna chemická a prostorová struktura proteinů pro potřeby analýzy 
proteinových mutací. 
2.1.1 Chemické složení proteinů 
Proteiny jsou molekuly tvořené řetězcem aminokyselin, které jsou navzájem spojeny kova-
lentní peptidickou vazbou. V proteinech se běžně vyskytuje 20 základních aminokyselin, 
které se odlišují svými chemickými vlastnostmi. Aminokyseliny jsou v řetězci spojeny tak, 
že se opakuje pořadí atomů tvořících peptidickou vazbu (Cα uhlík, uhlík karboxylové skupi-
ny a dusík). Toto opakující se pořadí je nazýváno polypeptidová kostra. K polypeptidové 
kostře jsou na Cα uhlík připojeny tzv. postranní řetězce aminokyselin. 
Proteinové řetězce mohou obsahovat 20 – 10 000 aminokyselin. V nejjednodušším po-
jetí si lze protein představit jako řetězec s postranními výběžky. Taková představa je ale 
velmi zjednodušená. Ve skutečném prostředí (až na různá rozpouštědla) se protein nikdy 
nevyskytuje jako dlouhý řetězec. Vždy se snaží zaujmout dle fyzikálních a chemických zá-
konů co nejvýhodnější tvar (konformaci), která připomíná složitý chomáč. 
Konformace proteinu pak udává i jeho funkci, což je z pohledu této práce důležité, a 
proto bude v dalším textu prostorové uspořádání proteinu popsáno podrobněji. 
2.1.2 Prostorové uspořádání proteinů 
Peptidová vazba v polypeptidové kostře umožňuje velmi snadnou rotaci atomů kolem své 
osy. Díky tomu může protein zaujmout téměř nekonečné množství konformací. Celkový tvar 
proteinu je výsledkem mnoha různých vazeb mezi jednotlivými molekulami řetězce (a to 
i velmi vzdálenými). Tvar konkrétního proteinu není náhodný - stejná sekvence ve stejném 
prostředí vytvoří stejný tvar [1]. 
Významným faktorem, který ovlivňuje výsledný tvar proteinu, je polarita postranních 
řetězců. Rozdělení z hlediska polarity postranních řetězců je následující: 
• Nepolární (hydrofobní) postranní aminokyselinové řetězce se shlukují uvnitř mole-
kuly a vyhýbají se tak kontaktu s vodou, která molekulu proteinu v buňce obklopu-
je.  
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• Polární (hydrofilní) postranní řetězce se naopak nachází blízko povrchu nebo pří-
mo na povrchu molekuly proteinu, aby se mohly vázat pomocí vodíkových můstků 
s molekulami vody nebo jiných látek. 
Konečná konformace je určena energetickými aspekty. Molekula se snaží dosáhnout 
stavu s nejnižší volnou energií [1]. 
Při zkoumání struktury proteinů, je užitečné rozlišovat také různé úrovně organizace: 
• Primární struktura je zápis sekvence aminokyselin v řetězci. 
• Sekundární struktura. I přes celkovou unikátní strukturu každého proteinu se vy-
skytují části sekvence, které ve všech proteinech vytváří podobné tvary. Jsou to ta-
kové stavební kameny (z pohledu struktury) a jedná se především o α-šroubovici a 
β-list. Sekundární struktura zobrazuje skladbu těchto stavebních kamenů. 
• Terciární struktura představuje trojrozměrnou konformaci proteinu v prostoru. 
• Kvartérní struktura se zavádí pro proteiny, které se skládají z více než jednoho po-
lypeptidového řetězce. 
V příloze 1 se nachází obrázek znázorňující několik příkladů terciární a kvartérní 
struktury proteinů. Více informací s dodatečnými obrázky lze přehledně nalézt v [1]. 
2.2 Funkce proteinů 
Jak už bylo zmíněno, funkci proteinů určuje tvar molekuly, který plyne ze sekvence amino-
kyselin. Nyní bude ve stručnosti ukázáno, jak plní proteiny svou funkci. 
2.2.1 Vazba proteinů na jiné molekuly 
Základní schopností proteinů je schopnost vázat se na jiné molekuly. Například protilátky se 
vážou k virům či bakteriím jako signál pro obranu těla. Každý protein může z tisíců různých 
molekul v organizmu vázat jen velmi malou, specifickou část. Obvykle se jedná o jednotky 
různých molekul a těm se pak říká ligandy (viz obrázek 2.1). 
Oblast proteinu, která asociuje s ligandem, je známa jako vazebné místo proteinu. To-
to místo je jakási dutina v povrchu proteinu, která je tvořena zvláštním uspořádáním amino-
kyselin. Tyto aminokyseliny patří k navzájem vzdáleným oblastem proteinu, které se dostá-
vají k sobě, když protein zaujme trojrozměrnou konformaci. Vazebné místo má vždy velmi 
specifický tvar, který umožní selekci pouze jednoho ligandu. I malá změna uvnitř proteinové 
molekuly, může změnit její trojrozměrnou strukturu a znemožnit tak proteinu vázat ten 
správný ligand. Tyto změny jsou předmětem zkoumání vlivu mutací na funkci proteinu, tedy 
i součástí této práce.  
2.3 Vznik proteinů 
V předchozích kapitolách bylo naznačeno, co to proteiny vlastně jsou a jak fungují. Odkud 
se ale berou a co určuje pořadí aminokyselin v jejich řetězci a tudíž jejich přesnou funkci? 
V této části bude velmi zjednodušeně ukázáno, kde protein vzniká. Detailní popis lze nalézt 
v  [1].  
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 2.3.1 Překlad DNA do proteinu 
Každý organizmus, od nejjednodušších virů po obratlovce, obsahuje ve svých buňkách mo-
lekuly DNA. Tyto molekuly nesou genetickou informaci a předávají se při množení do dal-
ších generací. 
Molekula DNA je řetězec nukleotidů v určitém pořadí, který nese zakódovanou in-
formaci o pořadí aminokyselin v řetězci proteinu. Záměna některého z nukleotidů v části 
DNA, která kóduje určitý protein, může následně způsobit změnu ve struktuře proteinu a 
ovlivnit tak tvar (a tím i funkci) proteinu. Záměny nukleotidů v DNA se nazývají mutace a 
mají z genetického hlediska velký význam. Mutace jsou nezbytnou podmínkou pro evoluční 
vývoj organizmů. Některé mutace mohou být prospěšné, jiné pak způsobují řadu onemocně-
ní a degeneraci organizmu. 
Proces, při kterém dochází k vytvoření proteinového řetězce podle řetězce DNA, se 
nazývá proteosyntéza. Proteosyntéza je složitý proces, kterého se účastní různé molekuly 
(RNA, proteiny a další). Při tomto procesu (překladu DNA do proteinů) může docházet 
k chybám, čímž také vzniknou proteiny s pozměněnou funkcí, ale tyto chyby nejsou z hle-
diska genetiky ani této práce nijak zásadní, protože se nejedná o změnu genetické informace, 
ale pouze o změnu při překladu a ta se rozmnožováním nepřenáší. 
2.4 Mutace 
Jak již bylo naznačeno, mutace jsou náhodné změny v DNA. Významně ovlivňují evoluci 
populace a genetickou diverzitu organizmů stejného druhu. Bez mutací by se v evoluci ne-
vyvíjely nové organizmy s odlišnou funkcí od ostatních, ale vždy by byly jen výsledkem 
křížení dosud existujících organizmů. 
 
Obrázek 2.1: Vazba proteinu k jiné molekule je vysoce selektivní. K pevné vazbě proteinu s ligandem 
je zapotřebí mnoha různých vazeb. Tvar ligandu proto musí přesně odpovídat tvaru vazebného místa. 
[1] 
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2.4.1 Příčiny mutací 
Pravděpodobnost vzniku mutací je zvyšována tzv. mutagenními faktory, které rozdělujeme 
na: 
• Fyzikální – působení různých druhů záření (ionizující, ultrafialové, ultrazvukové), 
které pronikají do organizmu a v něm poškozují genetický materiál. 
• Chemické – různé chemické látky, které mohou narušovat DNA. Především různé 
druhy léčiv, látky v potravě (např. konzervanty, barviva), různé pesticidy a jiné lát-
ky, se kterými přichází organizmus do styku. 
• Biologické – onkogenní viry se schopností narušit DNA. 
• Spontánní – velmi zřídka se objevují při proteosyntéze a dalších základních gene-
tických procesech. Buněčný aparát obsahuje poměrně spolehlivé mechanizmy pro 
opravu vlastních chyb, proto jsou tyto chyby spíše výjimečné [1].  
2.4.2 Druhy mutací 
Mutací může být v genomu obsaženo mnoho, ale ne všechny se projeví na výsledném pro-
teinu. Oblasti DNA kódující proteiny tvoří jen malou část genomu (řádově jednotky pro-
cent), tudíž se většina mutací objevuje v nekódující oblasti. Taková mutace sice může ovliv-
nit protein, ale většinou ne přímo. Spíše může ovlivnit regulaci jeho tvorby, či narušit části 
sekvence, které zahajují kódující oblast nebo ji ukončují (Pribnow box, Gilbertův box). Ta-
ková mutace pak zastaví tvorbu proteinu nebo způsobí vznik proteinu nesmyslné délky 
s poškozenou funkcí [1]. 
Pokud je mutace uvnitř protein kódující oblasti genu (genová mutace), nutně to nemu-
sí znamenat, že se z daného genu přeloží protein, který bude mít jinou aminokyselinovou 
sekvenci. Podle toho, jak mutace ovlivní tvorbu proteinu, je můžeme rozdělovat na: 
• Synonymní mutace - díky tomu, že většinu aminokyselin je možné zakódovat něko-
lika různými trojicemi nukleotidů (kodony), může být výsledný protein z hlediska 
kompozice aminokyselin před mutací stejný jako po ní. 
• Nesynonymní mutace - mění smysl kodonu a dochází tak ke změně proteinového 
řetězce. Taková mutace může způsobit změnu tvaru či funkce. 
• Nesmyslné mutace - vedou ke vzniku stop kodonu (obvykle UAA, UAG či UGA) a 
předčasně tak ukončují překlad proteinu. 
• Posunové mutace - posouvají čtecí rámec a často vedou k předčasnému ukončení 
tvorby proteinu v důsledku nesprávné identifikace stop kodonu. 
Pro zaměření této práce jsou důležité pouze nesynonymní genové mutace.  
2.4.3 Genové mutace 
Rozlišuje se několik druhů genových mutací [2]: 
• Inzerce - vložení jednoho nebo více nukleotidových párů do původní sekvence. 
Velkou roli hraje počet vložených párů. Každá aminokyselina proteinu je kódována 
trojicí nukleotidů DNA. Pokud se do DNA přidá pouze jeden nukleotid, kódování 
po trojicích se posune a tím pádem může tato mutace změnit celý zbytek sekvence 
výsledného proteinu. 
• Delece - ztráta jednoho nebo více nukleotidů z původní sekvence. Při syntéze pro-
teinů hraje počet odstraněných nukleotidů obdobnou roli jako počet přidaných 
nukleotidů v inzerci. Opět může posunout čtecí rámec trojic. 
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• Substituce - záměna jednoho nebo více nukleotidů. Při nahrazování nedochází ke 
změně délky původní sekvence a nedochází tak k posuvu trojic. 
2.4.4 Důsledky mutací 
Nesynonymní mutace mohou zhoršovat funkci proteinů a vést tím ke vzniku onemocnění. 
Typ takového onemocnění je velmi závislý na tom, kde se daný protein v organizmu nachá-
zí. Vážnost onemocnění je pak dána třemi parametry [2]: 
• stupněm poškození funkce proteinu, 
• variantami genů podílejících se na výsledném projevu proteinu (známém jako ge-
netické pozadí), 
• prostředím. 
Tato práce se zabývá především prvním parametrem. Ostatní parametry se předpoví-
dají obtížně, protože vytváří komplexní závislosti na různých faktorech. 
2.4.5 Single nucleotide polymorphism - SNP 
Jednobodový nukleotidový polymorfizmus (angl. single nucleotide polymorphism) neboli 
SNP je substituce jednoho nukleotidu v sekvenci DNA u jedinců stejného druhu. V populaci 
může být jednotlivým SNP vypočítána tzv. minor allele frequency neboli MAF. Jedná se 
o četnost výskytu méně obvyklé alely ve zkoumaném místě (lokusu) genomu celé populace. 
Dříve se o SNP uvažovalo, pouze pokud byla MAF daného lokusu větší než 1% [3]. V sou-
časnosti se tato definice používá zřídka, protože frekvence výskytu SNP se může velmi lišit 
např. podle geografického regionu či etnika. 
Pokud je SNP v kódujících oblastech a mění výsledný protein, označují se nsSNP 
(non-synonymous SNP). Tyto polymorfizmy jsou velmi častými příčinami onemocnění. Od-
haduje se, že v lidské populaci se vyskytuje běžně 67 000 – 200 000 nsSNP a každá osoba je 
heterozygotní pro 24 000 – 40 000 nsSNP [4]. Prozkoumat dopad každého SNP laboratorní-
mi experimenty (in vivo) by bylo velmi nákladné a časově náročné. Pokud by ale byly známé 
následky jednotlivých SNP, mohly by se zkoumat dispozice pacientů ke konkrétním one-
mocněním a stanovovat léčbu cílenou přesně na daného jedince. Proto se věnuje velké úsilí 
vymýšlení a zdokonalování metod pro předpověď důsledků plynoucích z mutací využívající 
počítačové (in silico) metody. 
2.5 Proteinové inženýrství 
Změny proteinů způsobené mutacemi nemusí být vždy škodlivé. Některé změny mohou 
funkci proteinu v mnoha směrech zlepšit. Lidé toho využívají a poznatky zkoumání vlivu 
mutací na funkci proteinu se aplikují v tzv. proteinovém inženýrství. 
Proteinové inženýrství studuje vztahy mezi strukturou proteinů a jejich funkcí. Po-
znatky těchto vztahů se využívají k cílené přípravě proteinů (především enzymů), které mají 
lepší vlastnosti než proteiny přírodní. Mezi hlavní metody patří cílená mutageneze (angl. 
site-directed mutagenesis). Spočívá v cílené změně jednoho nebo několika nukleotidů v genu 
příslušného proteinu. Mutovaná DNA je vložena klonováním do buňky, která pak vylepšený 
protein vyrobí a následně se sleduje, jak může taková změna protein vylepšit nebo zhoršit. 
Takových postupů se často využívá i k experimentálnímu ověření funkce určitých aminoky-
selin. Pokud se např. předpokládá katalytická reakce proteinu na základě jedné aminokyseli-
ny, jejím odstraněním či změnou by se měla funkce proteinu ztratit. 
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Vylepšené proteiny mají širokou škálu uplatnění. Využívají se v potravinářství, země-
dělství, průmyslu, medicíně nebo vojenské sféře. Již několik let se např. přidávají do pracích 
prášků, čímž se zvyšuje účinnost odstraňování skvrn i při nižších teplotách nebo pomáhají 
detekovat chemikálie v okolním prostředí. 
Proteinové inženýrství využívá dvě hlavní strategie pro vytváření nových proteinů: 
• Racionální design využívá detailní znalosti struktury a funkce proteinu pro rozho-
dování o změnách. Výhoda tohoto přístupu je, že je to poměrně levné a technicky 
nenáročné, protože se tato metoda provádí na počítači. Hlavní nevýhodou je, že 
často není známa detailní struktura proteinu, a i když známá je, velmi těžko se dá 
předpovědět výsledný efekt mutace. Většinou se tento přístup kombinuje s řízenou 
evolucí a počítačové výpočty se používají k počátečnímu výběru nejvhodnějších 
kandidátů pro následné experimentální ověření funkce. 
• Řízená evoluce napodobuje procesy probíhající v přírodě ve velmi zrychlené for-
mě. To, co by probíhalo miliony let přirozenou cestou, je možné ve zkumavce pro-
vést v řádech dnů až týdnů. Principem metody je aplikace mutagenů, které pravi-
delně vnáší mutace do původních proteinů a následně se sleduje, který z proteinů 
má požadované vlastnosti. Pokud požadované vlastnosti nemá, vybere se ten nej-
lepší možný (suboptimální), což se dá přirovnat k přirozenému výběru evoluce. 
Velkou výhodou je, že není potřeba znát detailně strukturu proteinu, ale stačí pouze 
sledovat jeho výslednou funkci. Často se může mutace projevit velmi nečekaně a 
vytvořit něco, co nebylo předpokladem experimentu. Nevýhodou je potřeba složi-
tých přístrojů a metod pro ověřování funkce proteinu. Další nevýhodou je, že po-
mocí přístrojů nelze ověřit úplně libovolnou funkci proteinu. 
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3 Predikce vlivu aminokyselinových 
substitucí na funkci proteinu  
V předcházejícím textu byl popsán stručný úvod do problematiky proteinů a jejich mutací 
společně s důvody, proč se takovými mutacemi zabývat z pohledu medicíny a proteinového 
inženýrství. 
V následujícím textu bude probráno téma předpovědi důsledků jednobodových substi-
tucí v proteinu pomocí počítačových metod. Budou představeny metody a nástroje, které se 
pro tyto účely používají. Všechny nástroje potřebují pro své analýzy velké množství dat. 
V následující kapitole proto budou krátce představeny databáze obsahující proteiny a infor-
mace o nich. 
V textu bude zmiňováno vícenásobné zarovnání a fylogenetický strom. Těmto dvěma 
termínům jsou věnovány samostatné kapitoly 4 a 6. Protože se ale u této práce předpokládá, 
že čtenář má alespoň základní povědomí o tom, co zarovnání a fylogenetický strom je, 
z důvodu návaznosti na předchozí kapitoly o mutacích je nejprve zařazena tato kapitola. 
3.1 Databáze proteinů 
Databáze proteinů se zaměřují především na dva druhy dat. Jsou to data sekvenční 
a strukturní: 
• Sekvenční databáze často obsahují jak sekvence DNA, tak i sekvence proteinů. 
Některé databáze se zaměřují pouze na sekvence z jednoho organizmu, jiné můžou 
obsahovat všechny sekvence, které byly doposud nasekvenovány. 
• Strukturní databáze obsahují struktury proteinů, které byly získány experimentálně. 
Spolu s daty získanými z experimentálních měření, obsahují i informace o měření 
samotném (nastavení rentgenové krystalografie apod.) 
Často databáze kromě sekvencí a struktur obsahují ještě anotace, které popisují kon-
krétní místa proteinů, jejich funkci, důležitost apod. 
3.1.1 UniProt 
UniProt (The Universal Protein Resource) je centrální databáze sekvencí proteinů a jejich 
anotací spravovaná konsorciem skládajícím se ze  European Bioinformatics Institute (EBI), 
Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) a Protein Information Resource (PIR). Rozděluje se 
na několik částí a každá je specifická svou vlastností: 
• UniProtKB/Swiss-Prot databáze je ručně anotována a neobsahuje redundantní pro-
teinové sekvence. Kombinuje informace získané z literatury i počítačových analýz. 
Relevantní informace jsou získávány např. z článků databáze PubMed1. Zkoumaný 
článek z databáze PubMed je správcem záznamu celý přečten a informace extraho-
vány do databáze nejen v podobě sekvencí, ale všech možných anotací vyplývají-
cích z textu. 
1 Databáze referencí a abstraktů článků o výzkumu, který se týká medicíny a biologie s odkazy na plné 
znění článků. 
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• UniProtKB/TrEMBL databáze obsahuje záznamy, které byly anotovány automatic-
ky pomocí počítačových metod. Tato databáze byla zřízena z toho důvodu, že se 
ručními anotacemi nestačí zpracovávat všechna dostupná data. 
• Další databáze (UniPrac, UniRef, UniMes) jsou poměrně specifické a nebudou dále 
rozebírány. 
Pro více informací viz [5]. 
3.1.2 NCBI Protein database 
NCBI (National Center for Biotechnology Information) je součástí americké národní knihov-
ny United States National Library of Medicine (NLM). Tato společnost spravuje také databá-
zi GenBank, která obsahuje především primární sekvence DNA. Překlady těchto sekvencí 
jsou jedním ze zdrojů pro sekvenční databázi NCBI Protein database. Dále obsahuje zázna-
my z proteinových databází GenPept, RefSeq, Swiss-Prot, PIR, PRF a PDB.  
3.1.3 PDB 
PDB (The Protein Data Bank) je základní strukturní databáze, která obsahuje informace 
o 3D struktuře proteinů a nukleových kyselin. Tyto struktury jsou získány laboratorně pomo-
cí spektroskopie nukleární magnetické rezonance nebo rentgenové krystalografie. Jednotlivé 
záznamy pocházejí z laboratoří celého světa a jsou volně dostupné skrze webové rozhraní. 
Databáze PDB slouží mnoha dalším databázím, které data z ní vybírají podle určitých kritérií 
nebo ukládají a zobrazují jiným způsobem (např. Gene Ontology třídí struktury podle genů). 
3.1.4 PMD 
PMD (Protein Mutant Database) je databáze sekvencí a jejich mutací. K jednotlivým muta-
cím poskytuje informace o výsledném vlivu na protein. Ten se může týkat změny struktury 
nebo funkce. Informace o mutacích pochází z vědeckých článků, takže každý záznam 
v databázi odpovídá článku, který může popisovat jednu nebo více mutací či proteinů. 
V databázi jsou zaznamenány přírodní i umělé mutace. Každá mutace obsahuje informace 
o dopadu na daný protein. Vliv mutace na funkci proteinu je charakterizován symboly: [--], 
[-], [=], [+], [++] a úplná ztráta funkce [0]. [7] 
3.2 Vyhledávání sekvencí v sekvenční 
databázi proteinů 
Pro vyhledávání v proteinových databázích se používají specializované nástroje, které mo-
hou vyhledávat sekvence podle stanovených kritérií. 
3.2.1 BLAST 
Běžným programem pro vyhledávání sekvencí na základě podobnosti je program BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool). Tento nástroj může být použit přes webové rozhraní 
nebo jako samostatný program. Na základně nastavených parametrů vyhledá sekvence, které 
nejvíce odpovídají uživatelem definované sekvenci. Využívá heuristik k nalezení krátkých 
shodných úseků dvou sekvencí. Po nalezení sekvencí, které obsahují stejné úseky, vytváří 
z těchto sekvencí zarovnání a poskytuje informace o statistické významnosti nalezených 
sekvencí. [8] 
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3.2.2 PSI-BLAST 
Tato varianta (Position-Specific Iterative) BLAST je vhodnější pro vyhledávání vzdáleně 
příbuzných proteinů. Program pracuje v iteracích. V první iteraci se jedná o shodnou operaci 
s programem BLAST - tedy nalezení nejpodobnějších sekvencí. Poté je vytvořena tzv. profi-
lová sekvence, která zastupuje profilové znaky všech nalezených sekvencí. V dalších itera-
cích se už vyhledává podle této profilové sekvence a na konci každé iterace je profilová sek-
vence upravena podle nově nalezených sekvencí. Díky této úpravě je program schopen na-
lézt i vzdálenější příbuzné sekvence, které se na základě přímé podobnosti v předchozích 
krocích objevit nepodařilo. [8] 
3.2.3 HMMER 
Jedná se o softwarový balík používaný pro analýzu a vyhledávání sekvencí. Programy z ba-
líku HMMER vyhledávají na základě porovnání profilů skrytých Markovových modelů, které 
jsou konstruovány na základě zarovnání sekvencí. Vyhledávání pomocí nástroje HMMER je 
možné přes webové rozhraní i s použitím samostatné konzolové aplikace. [9] 
3.3 Konzervovanost segmentů 
Zjišťování konzervovanosti určitých segmentů v sekvenci je podstatná úloha, která pomáhá 
predikovat vliv mutací na funkce proteinu, proto je zde samostatně uveden její princip. 
V dalším textu se již bude odkazovat jen na konzervovanost jako veličinu. 
Určení míry konzervovanosti jednotlivých oblastí se provádí z vícenásobného zarov-
nání sekvencí a sestaveného fylogenetického stromu. 
Při zjišťování konzervovanosti určitých úseků se používají homologní 2 (paralogní 3 
nebo ortologní4) sekvence. Tyto sekvence zarovnáme pod sebe a jednotlivé úseky se porov-
návají podle odlišností. Úseky, které jsou napříč sekvencemi stejné nebo do značné míry 
podobné, se označují jako konzervované. Na druhé straně jsou proměnné úseky, které se 
mezi jednotlivými sekvencemi liší. 
Ovšem ne každé dvě sekvence v zarovnání mají z hlediska konzervovanosti stejnou 
váhu. Váhu, se kterou dané změny vypovídají o konzervovanosti jednotlivých míst, udává 
fylogenetický strom (více viz kapitola 6.1). Čím jsou sekvence se stejnými konzervovanými 
místy ve stromě vůči sobě dále, tím více se předpokládá, že daná místa plní základní funkci 
a nemohly být mutovány ani mezi evolučně vzdálenými druhy. Tedy váha shod-
ných/konzervovaných míst mezi fylogeneticky vzdálenými (tedy méně příbuznými) sekven-
cemi je vyšší, než váha shodných/konzervovaných míst blízce příbuzných sekvencí. 
3.4 Metody predikce 
V prvních fázích výzkumu vlivu jednobodových substitucí na funkci proteinu se zkoumal 
především genom jedinců s nějakým genetickým poškozením. Vycházelo se z předpokladu, 
2 Homologní sekvence jsou takové sekvence, které sdílí stejný původ, ale mohou se nacházet v geno-
mech různých druhů a obsahovat určité rozdíly. 
3 Paralogní sekvence jsou sekvence vzniklé duplikací a většinou se nachází v rámci stejného druhu na 
dvou místech v genomu. 
4 Ortologní sekvence vznikly při dělení druhu. Genom každého druhu obsahuje jednu sekvenci (nemu-
sí mít už mít ale stejnou funkci). 
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že příčinou onemocnění je právě změna funkce proteinu. Dále se vycházelo z toho, že běžné 
nsSNP pozorované v genomu člověka a příbuzných druhů jsou funkčně neutrální, protože 
škodlivé mutace byly v průběhu evoluce odstraněny. 
Experimentálně byly ověřeny známé mutace, u nichž se předpokládalo, že jsou zod-
povědné za vznik různých onemocnění. Ukázalo se, že 83% z nich mělo vliv na stabilitu 
proteinu [10]. Aplikací různých kritérií (např. pro stabilitu proteinu) bylo možné zpětně na-
lézt 90% mutací způsobující onemocnění a jako nemoc způsobující mutace bylo nesprávně 
klasifikováno pouze 30% neutrálních nsSNP [10], [11], [12]. Na základě analýz sekvence 
Miller a Kumar [11] ještě ukázali, že škodlivé mutace se vyskytují především 
v konzervovaných oblastech. 
Tyto studie přinesly poznání (viz obrázek 3.1), že s velkou pravděpodobností budou 
změny škodlivé, pokud se nacházejí: 
1) v konzervovaných místech genomu (konzervovaná jsou proto, že změny v těchto 
místech byly během evoluce odstraněny. Jsou tudíž důležitá pro funkci jedince) nebo 
2) hluboko v jádře proteinu (tam narušují tvar proteinu či deformují vnitřní kavity5 a 
poškozují tak jeho funkci).  
 
 
Je tedy možné na základě poznatků 1 a 2 rozlišovat mezi škodlivými a neutrálními 
mutacemi s určitou pravděpodobností. Většina metod je tedy založena na jednom z těchto 
poznatků nebo kombinaci obou. Některé nástroje využívají pro zpřesnění predikce ještě ano-
tací6. Obecný princip fungování predikčních metod znázorňuje obrázek 3.2.  
5 Kavity jsou vnitřní dutiny. 
6 Dodatečný popis částí proteinu. Popisuje např. důležitost jednotlivých atomů pro vazbu ligandu. 
 
Obrázek 3.1: (a) Pravděpodobnost, že mutace způsobí onemocnění (červená čára), je úměrná 
rostoucímu stupni  konzervovanosti dané oblasti. Pravděpodobnost výskytu nesynonymních mutací 
jedinců bez projevu nemoci (zelená čára) naopak klesá úměrně ke konzervovanosti dané oblasti. 
Pravděpodobnost výskytu synonymních mutací je rovnoměrná a nezáleží na tom, zda se u jedince 
projeví onemocnění nebo ne. Protože synonymní mutace nemění funkci proteinu, evoluce je z populace 
nevyřadila a mohou se tak vyskytovat kdekoliv. 
(b) Pravděpodobnost škodlivé mutace je výrazně vyšší  v jádře proteinu, než na jeho povrchu, kde 
mutovaná aminokyselina přichází do kontaktu s okolním prostředím. Naopak neutrální nsSNP mají 
trend opačný. Více se jich objevuje na povrchu, než v jádře. Synonymní mutace jsou opět rovnoměrně 
rozmístěny a nezáleží na jejich poloze. Tato měření podporují předpoklad, že umístění mutace má vliv 
na proteinovou funkci. Přejato z [13]. 
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 3.4.1 Metody predikce založené na příbuzných 
sekvencích 
Tyto metody obecně nejprve hledají podle vstupní sekvence v databázích další sekvence, 
které jsou podobné (nejlépe příbuzné a se stejnou funkcí). Poté zjišťují konzervované oblasti 
a podle výskytu jednotlivých aminokyselin na určité pozici rozhodnou, které aminokyseliny 
v daném místě mají na funkci vliv škodlivý či neutrální. Někdy mohou metody brát v úvahu 
i chemické vlastnosti jednotlivých aminokyselin a místa jejich předpovídaného výskytu. 
Pokud v zarovnání nějaká aminokyselina chybí, může se její dopad odvodit od jiné s podob-
nými vlastnostmi, která se v daném místě zarovnání nachází. 
Kritická část těchto metod spočívá ve výběru vhodných sekvencí pro sestavení vícená-
sobného zarovnání. Tyto sekvence se mohou buď vybírat automaticky, nebo do tohoto pro-
cesu může zasahovat člověk a určit nejvhodnější sekvence ručně. Jak bylo naznačeno v kapi-
tole 3.3, vypovídající hodnotu mají především sekvence z evolučně vzdálenějších druhů 
(musí mít ale stejnou funkci jako sledovaná sekvence). Pokud se upřednostní vzdálenější 
ortologní sekvence oproti paralogním, je možné zvýšit přesnost predikce [14]. Pro rozhodo-
vání o užitečnosti sekvencí se používají fylogenetické stromy, které určují evoluční vzdále-
nost. 
Je důležité brát v potaz, že ortologní sekvence sice mají společného předka, ale nemu-
sí již mít úplně stejnou funkci, a proto změna v jedné sekvenci může být škodlivá, kdežto 
v druhé neutrální. Například 2% mutací způsobující onemocnění lidí odpovídá svojí sekven-
cí ortologním sekvencím myší, u kterých jsou tyto mutace neutrální [15]. Takové sekvence 
 
Obrázek 3.2: Diagram funkce obecného prediktoru. Přejato z [15]. 
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pak můžou výsledky predikce zkreslovat. Je tedy dobré vybírat homologní sekvence s rozva-
hou. 
3.4.2 Metody predikce založené na struktuře 
Metody založené na struktuře nehledají homology v databázi sekvencí, ale v databázi struk-
tur. Vyhledají nejpodobnější struktury ke struktuře odpovídající vstupní sekvenci a poté 
v těchto strukturách vyhledají a vyhodnotí pozici mutace. Při vyhodnocování mutace v da-
ném místě se bere v úvahu několik faktorů, které pomáhají odhadnout dopad mutace na 
strukturu a tím pádem i vliv na funkci daného proteinu. Těmito faktory mohou být například 
kontakt místa s okolním prostředím, rozdíly volné energie mezi proteinem s původní a pro-
teinem se zmutovanou aminokyselinou apod. 
Metody založené výhradně na zkoumání struktury jsou méně přesné, protože počet 
známých proteinových struktur je daleko menší než počet známých proteinových sekvencí.  
Krytí7 metod založených na struktuře je přibližně 14% oproti 81% krytí metod založených 
na sekvenci [16]. Častou chybou také je vyhodnocování aminokyselin na povrchu proteinu 
jako neutrální, i když se může jednat o aktivní vazebná místa, která jsou kritická pro funkci 
proteinu. Část těchto chyb lze eliminovat použitím anotací. 
3.5 Přehled nástrojů 
V předcházející kapitole bylo popsáno, na jakých principech metody predikce obecně fungu-
jí a jaké databáze využívají. V této kapitole budou představeny konkrétní nástroje pro pre-
dikci mutací. U každého nástroje bude nastíněno, podle jakých algoritmů svoje predikce 
počítá. 
Protože predikce důsledku proteinových substitucí je důležitý problém, kterému je vě-
nováno velké úsilí, postupem času se vyvinulo mnoho nástrojů. Tyto nástroje pracují na růz-
ných principech, jako jsou systémy pravidel, rozhodovací stromy nebo např. bayesovský 
klasifikátor. Většina metod využívá ke konstrukci klasifikátoru strojového učení. Problém 
strojového učení spočívá ve výběru dostatečně velké a zároveň rozmanité trénovací sady 
mutací. Pokud by data byla jen z určité skupiny, rozhodovací mechanizmus se naučí pouze 
na danou třídu dat. Dalším problémem je, že k trénování těchto prediktorů se často využívají 
všechna dostupná data a není tak dostatek dat pro testování spolehlivosti, která by neměla 
pocházet z trénovací množiny. Díky tomu není jednoduché porovnat výkonnost nástrojů 
mezi sebou. 
Pro nástroje, které používají analýzu konzervovanosti segmentů, je důležité vícená-
sobné zarovnání. U většiny z nich není umožněno, aby si homologní sekvence a jejich za-
rovnání zadával uživatel sám. 
Jsou vytvářeny také nástroje vycházející z jediného proteinu, kterým může být napří-
klad BRCA1, HIV-1 proteáza, nebo T4 lysozym. Tyto nástroje, cílící na konkrétní proteino-
vou rodinu, jsou již hodně specifické a není jim zde věnována pozornost. 
3.5.1 SIFT  
Metoda (Sorting Intolerant from Tolerant) je založena na porovnání konzervovaných oblastí 
v homologních sekvencích.  
7 Krytí (coverage) nějaké metody definuje relativní množství mutací, jejichž dopad je metoda schopna 
predikovat. 
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V následujícím seznamu jsou vypsány jednotlivé kroky programu: 
• Nalezení podobných sekvencí v databázi nástrojem PSI-BLAST. 
• Výběr sekvencí pro zarovnání probíhá buď podle blízkosti sekvencí, nebo se po-
stupně přidávají všechny sekvence, dokud se nedosáhne prahu konzervovanosti za-
daného uživatelem. 
• Zarovnání se používá již vytvořené z metody PSI-BLAST nebo má uživatel mož-
nost nahrát vlastní. 
• Výpočet pravděpodobnosti je založen na základě četnosti výskytu jednotlivých 
aminokyselin na pozici mutace v zarovnaných sekvencích. 
Metoda uvažuje i chemické vlastnostmi aminokyselin. Například na pozici, kde se 
v konzervovaných oblastech objevují pouze hydrofilní aminokyseliny, nepřipouští výskyt 
hydrofobních a naopak. 
Výstupem metody je SIFT skóre v intervalu od 0 do 1, dále informace o pestrosti ho-
mologních sekvencí využité pro tvorbu vícenásobného zarovnání a počet sekvencí s testova-
nou aminokyselinou na zkoumané pozici [17].  
3.5.2 SNAP 
Tento nástroj je založen na neuronové síti. Pro predikci využívá informace o sekundární 
struktuře proteinu, konzervovaných místech, pozici zkoumaného místa vůči jádru, poměr 
plochy aminokyseliny vystavené okolnímu prostředí a dalších anotací. Data pro učení neuro-
nové sítě byly extrahovány z databáze PMD doplněné o neutrální mutace z databáze Swiss-
Prot pro vyvážení neutrálních a škodlivých mutací. Při testování SNAP správně identifikoval 
přibližně 80% funkci měnících substitucí a celkově dosáhl přesnosti 77% s výchozím pra-
hem přesnosti [18]. 
Všechny potřebné atributy si pak nástroj dopočítá sám prostřednictvím volání integro-
vaných metod. Tyto metody jsou však výpočetně náročné, proto predikce obvykle trvá něko-
lik desítek minut. Samotné rozhodnutí o škodlivosti je doplněné také hodnocením spolehli-
vosti od 0 do 9 [18]. 
3.5.3 MuD 
Metoda MuD (Mutation Detector) je založená na algoritmu random forest. Učení probíhalo 
na podmnožině dat od autorů Bromberg a Rost [18]. Datová sada byla očištěna od proteinů, 
pro které nebyly k dispozici strukturní data a odstraněny byly také proteiny, které měly méně 
než 5 homologních sekvencí. Tato metoda nevyniká v přesnosti predikce před ostatními me-
todami, ale její unikátnost spočívá v tom, že uživatel může vkládat dodatečné informace za 
běhu a díky tomu zlepšit přesnost predikce  [19]. 
Pro predikci využívá jak strukturní, tak sekvenční informace. Výkonnostně je srovna-
telná s metodou SNAP. Celkově používá 14 atributů pro predikci. Většina z nich (např. 
Swiss-Prot anotace nebo počet sekvencí v zarovnání) je používána i ostatními metodami. 
Metoda MuD ale navíc přidává i nové atributy (např. vzdálenost ligandu a konzervovaných 
míst vazebného místa pro lepší určení atomů podílejících se na vazbě ligandu) [19]. 
3.5.4 PolyPhen-2 
Pro predikci metodou PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) je využito jak struktur-
ních informací, tak sekvenčních informací. Metoda pro rozhodování využívá naivní baye-
sovský klasifikátor. Pro vytvoření klasifikátoru byly trénovací data extrahovány z databáze 
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UniProt. Vytvořily se dvě datové sady HumDiv a HumVar. HumDiv je tvořena 3 155 alelami 
způsobujícími Mendelovské choroby spolu s 6 321 substitucemi v savčích homologních 
sekvencích, o kterých se předpokládá, že jsou neutrální. HumVar je tvořena 13 032 mutace-
mi způsobujícími lidská onemocnění spolu s 8 946 nsSNP, o kterých není známa žádná spo-
jitost s projevem nemoci a tudíž jsou považovány za neutrální [20]. 
Po vytvoření klasifikátoru pro obě sady bylo na základě greedy algoritmu vybráno 
osm sekvenčních a tři strukturní atributy. Hlavní podstata těchto atributů spočívá v porovná-
vání vlastností alely zkoumaného řetězce a odpovídající alely mutantních řetězců. Tyto nej-
významnější znaky charakterizují, jak dobře odpovídají tyto dvě alely vzoru pro nahrazení 
jedné aminokyseliny jinou aminokyselinou. Součástí algoritmu je část, která se nazývá alig-
nment pipeline. Ta je zodpovědná za výběr zarovnaných sekvencí pro analýzu pomocí metod 
shlukování. Po vybrání nejvhodnějších zástupců provádí nové zarovnání. Tím se pro další 
analýzu vybere nejreprezentativnější vzorek sekvencí a výpočet se zjednoduší. 
Pro každou mutaci PolyPhen-2 vypočítá aposteriorní pravděpodobnost, že mutace je 
škodlivá a zároveň odhad správnosti svého výpočtu. Uživatel si může vybrat mezi klasifikací 
modelem podle HumDiv nebo HumVar a zpřesnit tak výsledek, pokud zhruba ví, jaký typ 
mutace predikuje [20].   
3.5.5 MAPP 
Metodou MAPP  (Multivariate Analysis of Protein Polymorphism) a jejím otestováním se 
tato práce zabývá, a proto bude rozebrána více než ostatní metody. 
Tato metoda je založena na sekvenčních informacích a fyziko-chemických charakte-
ristikách (hydropatie8, polarita, náboj, objem postraních řetězců, volná energie, predikovaný 
element sekundární struktury), výpočtu fyziko-chemického centroidu každé pozice a násled-
ného výpočtu vzdálenosti všech 20 aminokyselin od vypočteného centroidu. Čím větší vzdá-
lenost, tím větší pravděpodobnost, že mutace bude škodlivá a také, že míra škodlivosti bude 
vyšší. 
Samotný princip metody spočívá v sedmi krocích: 
1) Nejprve musí uživatel vytvořit vícenásobné zarovnání homologních nebo blízkých 
paralogních sekvencí. Vzdálené paralogní sekvence se nedoporučuje používat, pro-
tože jde pravděpodobně o proteiny s jinou funkcí a tudíž by to mohlo predikci zkres-
lovat. Navíc je nutné pro správné fungování metody vytvořit i fylogenetický strom. 
Tady je ponechána naprostá volnost uživateli pro výběr nástroje k zarovnání, tvorby 
stromu i výběru samotných sekvencí. Tvorbu vícenásobného zarovnání i fylogene-
tického stromu musí provést uživatel pomocí programů třetích stran. V praktické 
části je výběru těchto programů věnována celá kapitola. 
2) Metoda na základě vzdálenosti sekvencí ve fylogenetickém stromu určí jejich evo-
luční vztahy. 
3) Na základě topologie stromu a vztahů mezi sekvencemi se vypočítají váhy pro kaž-
dou aminokyselinu vyskytující se ve zkoumaném sloupci zarovnání. Tyto váhy urču-
jí důležitost výskytu aminokyseliny z hlediska konzervovaných míst a evoluce. 
4) Poté se váhy všech výskytů aminokyselin sečtou a vytvoří se sumární tabulka vah 
pro všechny varianty aminokyselin daného sloupce zarovnání. Aminokyselina vy-
skytující se nejčastěji ve vzdálených sekvencích potom bude mít největší sumární 
váhu. 
8 Hydropatie určuje, jak moc je aminokyselina hydrofilní nebo hydrofobní. 
17 
                                                   
5) Výsledek sumarizace je odhad fyziko-chemických omezení každé pozice ve smyslu 
průměru a rozptylu rozložení vlastností aminokyseliny na dané pozici ve vícenásob-
ném zarovnání. Zjednodušeně se tímto zkoumá, jaké může mít aminokyselina na da-
ném místě fyziko-chemické vlastnosti. 
6) Tyto statistiky jsou biologicky významné pro analýzu mutací. Např. průměrná hyd-
ropatie je odhad hydrofobního charakteru pozice. Rozptyl udává sílu omezení pro 
možnou změnu tohoto charakteru. Pokud je rozptyl hodnot hydropatie malý, můžou 
se na daném místě nacházet aminokyseliny, která mají jen velmi podobné hydropa-
tické vlastnosti jako průměr. Pokud je rozptyl velký, není daná vlastnost přísně ome-
zena a nebrání tak výskytu většímu počtu různých aminokyselin na daném místě. Pro 
každou z možných 20 aminokyselin se počítá odchylka jejich vlastností jako: 
 |𝑣𝑙𝑎𝑠𝑡𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑎𝑚𝑖𝑛𝑜𝑘𝑦𝑠𝑒𝑙𝑖𝑛𝑦 − 𝑝𝑟ů𝑚ě𝑟 𝑑𝑎𝑛é 𝑝𝑜𝑧𝑖𝑐𝑒|  ∙  �𝑟𝑜𝑧𝑝𝑡𝑦𝑙 (1) 
7) Výsledné skóre se počítá sumarizací odchylek všech vlastností zkoumaného protei-
nu. Nejprve jsou vlastnosti mezi sebou dekorelovány pomocí analýzy hlavních kom-
ponent (např. polarita a hydropatie jsou značně korelovány). Dekorelace poskytne 
nový souřadný systém, ve kterém je každá osa jednou z hlavních komponent. Pak 
vzdálenost každé varianty od počátku udává dekorelované skóre. 
Postup metody v jednotlivých krocích zobrazuje obrázek 3.3. 
Každé možné variantě je podle výše uvedeného postupu přiděleno skóre. Čím menší 
skóre je, tím je nižší pravděpodobnost, že mutace poškodí funkci proteinu. K porovnání 
skóre a reálných dat zjištěných experimentálně byly použity čtyři studie mutagenezí (Esche-
richia coli LacI, T4 Lysozyme, HIV Proteáza a HIV reverzní transkriptáza (RT) — odkaz na 
originální zdroje lze najít v [14]), ve kterých se nacházelo velké množství experimentálně 
ověřených substitucí se stupněm dopadu na funkci proteinu. Pro každou studii bylo vytvoře-
no vícenásobné zarovnání homologních sekvencí a vypočítáno skóre metodou MAPP. Vypo-
čítané skóre se porovnalo s experimentálními výsledky a bylo zařazeno do tří tříd: positive 
(nemění funkci), intermediate (mírně škodlivé) a negative (silně škodlivé) [14].  
3.6 Metodika porovnání nástrojů 
Porovnávat metody mezi sebou je poměrně obtížné, protože každá metoda byla vytvořena, 
naučena a testována na jiné datové sadě s použitím různých podpůrných databází a zdrojů. 
V současnosti jsou vytvořeny různé sady pro jednotné testování predikčních metod a je mož-
nost tak srovnat jednotlivé metody podle objektivních měřítek. 
Tímto problémem byla inspirována i tato práce. Jedním z cílů je otestovat predikční 
metodu MAPP a srovnat ji s ostatními na univerzálním vzorku dat, protože takové srovnání 
v současné době chybí. Výsledky jsou diskutovány v praktické části práce. 
Samotné testování metod se typicky provádí na dvou typech dat. Jedním typem jsou 
mutace, které funkci proteinu nemění (neutrální mutace) a druhým typem jsou mutace, které 
funkci proteinu mění (škodlivé mutace). 
Podle správnosti predikce označujeme: 
• Správně predikované jako neutrální - true negative (TN). 
• Správně predikované jako škodlivé - true positive (TP). 
• Špatně predikované jako neutrální - false negative (FN). 
• Špatně predikované jako škodlivé - false positive (FP). 
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Dobrý klasifikátor se snaží minimalizovat počet chyb FP i FN. 
 
 
Obrázek 3.3: Znázornění postupu metody v jednotlivých krocích . Číslování odpovídá výše uvedenému 
postupu. Přejato z [14]. 
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4 Zarovnání sekvencí 
V minulé kapitole bylo často odkazováno na vytváření zarovnání sekvencí jako na základní 
kámen většiny metod pro predikci důsledků mutací. V této kapitole bude ukázáno, co to za-
rovnání je a jaké metody a nástroje se k jeho získávání v praxi používají. 
4.1 Zarovnání sekvencí v bioinformatice 
Zarovnání sekvencí je reprezentováno maticí tak, že v každém řádku je jedna sekvence 
a ve sloupcích jsou jednotlivé nukleotidy nebo aminokyseliny, které si navzájem odpovídají 
svojí pozicí. Ve sloupci matice zarovnání může být i mezera (většinou značená pomlčkou). 
Mezera se vkládá do sloupce tam, kde část sekvence chybí (jedna sekvence je kratší než dru-
há) nebo došlo v jedné ze sekvencí k deleci či inzerci a tudíž není možné přiřadit u jedné ze 
sekvencí odpovídající symbol. Obrázek 4.1 ukazuje příklad zarovnání dvou sekvencí s doda-
tečnými anotacemi. 
Ze zarovnání dvou a více nukleotidových či aminokyselinových sekvencí vyplývají 
spojitosti z hlediska evolučního vývoje, funkce či struktury. Díky zarovnání je možné sek-
vence porovnávat, hledat v databázích podobné sekvence nebo vyvozovat mezi sekvencemi 
evoluční příbuznost a vývoj, jako např. hledání konzervovaných míst (viz kapitola 3.3). 
V bioinformatice je zarovnání sekvencí jedno ze základních témat a neustále se pracuje na 
nových algoritmech, jak získat zarovnání rychleji anebo zarovnávat přesněji. 
 
 
 
 
Obrázek 4.1: Ukázka zarovnání dvou proteinových sekvencí (TPA_HUMAN a TPA_PIG) z programu 
Jalview dostupném na http://www.uniprot.org/align. 
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4.2 Druhy zarovnání 
Zarovnání je možné rozdělit do dvou základních typů: globální a lokální. 
4.2.1 Globální zarovnání 
Globální zarovnání se používá především u podobně dlouhých sekvencí a provádí se od 
začátku obou sekvencí až do konce. I přes to, že je u globálního zarovnání typicky mezera na 
začátku i na konci penalizována, není vyloučeno, že jedna sekvence bude v zarovnání začínat 
či končit mezerami. Není to ale výchozí předpoklad a může to nastat jen v případě, že celé 
zarovnání v této podobě bude lépe hodnoceno, než zarovnání bez mezer. 
4.2.2 Lokální zarovnání 
Lokální zarovnání se používá pro sekvence, které se mohou výrazně lišit délkou. Může se 
například jednat o jednotlivé geny zarovnávané k celému genomu organizmu. Mezery na 
začátku a na konci se nepenalizují. 
4.3 Základní metody zarovnání 
V této kapitole budou ukázány přístupy k zarovnání dvou sekvencí, které se kvůli své jedno-
duchosti nebo výpočetní náročnosti používají pouze u kratších sekvencí. 
4.3.1 Dot Plot 
Metoda Dot Plot je jednoduchá vizuální metoda pro zarovnání a porovnání dvou sekvencí. 
Zobrazuje se pomocí grafu. Pro konstrukci dot plot grafu se ose x přiřadí jedna sekvence a 
ose y druhá sekvence. Do dvojrozměrného grafu se pak vynese tečka na místo, kde na ose x 
je stejné písmeno jako na ose y. Po zanesení všech teček na odpovídající místa, začnou 
v grafu vznikat diagonálně jdoucí čáry, které naznačují shodná místa v obou sekvencích. Pro 
větší názornost viz obrázek 4.2.  
 
 
 
Obrázek 4.2: Dot plot graf dvou proteinových sekvencí sekvencí (TPA_HUMAN a TPA_PIG). 
Velikost okna byla nastavena na 9. Vytvořeno na stránce: 
http://www.vivo.colostate.edu/molkit/dnadot. 
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4.3.2 Skórovací matice (Scoring Matrices) 
Jak již bylo řečeno, zarovnání dvou sekvencí je hledání jejich evolučního vztahu. Tedy jak se 
sekvence mohly v průběhu času vyvíjet a jaké evoluční události vedly u sekvencí k té podo-
bě, ve které jsou dnes zkoumány. Každá evoluční událost (inzerce, delece, substituce), která 
mění výslednou sekvenci, nastává s nějakou pravděpodobností. Inzerce a delece jsou události 
méně pravděpodobné než substituce [21]. Každá substituce může mít také různou pravděpo-
dobnost (např. je pravděpodobnější substituce argininu za glutamin, protože jsou obě hydro-
filní, než substituce argininu za leucin, protože jedna aminokyselina je hydrofilní a druhá 
hydrofobní)[21]. 
Poznání, že každá evoluční událost má jinou pravděpodobnost, vedlo k vytvoření skó-
rovací matice, která umožňuje ohodnotit konkrétní zarovnání z hlediska pravděpodobnosti 
evolučního vývoje. Skórovací matice obsahuje hodnocení všech možných variant zarovnání 
dvou symbolů. Obrázek 4.3 ukazuje příklad skórovací matice. Hodnocení výsledného zarov-
nání je součet skóre každé pozice v zarovnání, ke kterému se ještě připočítají všechny pena-
lizace za mezery. V některých případech se penalizuje každá mezera stejně, jindy záleží, zda 
je mezera první nebo další v pořadí. Penalizace mezer závisí na použité metodě.  
 
 
Díky tomu, že lze spočítat hodnocení každého zarovnání, je možné porovnat dvě zarovnání a 
určit, které je z hlediska evoluce pravděpodobnější. Naivní přístup pro hledání optimálního 
zarovnání je vygenerovat a ohodnotit všechna možná zarovnání a vybrat to nejlépe ohodno-
cené. To ale znamená vytvořit všechny kombinace zarovnání, což je u dlouhých sekvencí 
velmi pomalé. Složitost tohoto přístupu je exponenciální a v praxi se nepoužívá. Většina 
metod zmiňovaných dále sice využívá hodnocení pomocí skórovací matice, ale k výběru 
konkrétního zarovnání používá různé algoritmy a heuristiky. Často používanými skórovací-
 
Obrázek 4.3: Matice BLOSUM62 pro hodnocení zarovnání proteinů. Matice je symetrická, tudíž 
nezáleží na tom, která sekvence odpovídá řádkům a která sloupcům. V zarovnání se vezme symbol 
z jedné sekvence např. v řádcích a vyhledá se odpovídající symbol druhé sekvence ve sloupcích. Na 
průniku je odpovídající skóre zarovnání těchto symbolů. Toto skóre se pak postupně pro všechny 
symboly v zarovnaných sekvencích sčítá. Přejato z [22]. 
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mi maticemi jsou matice z rodiny PAM a BLOSUM. Pro více informací o skórovacích mati-
cích viz [21].  
4.3.3 Dynamické programování 
Dynamické programování je metoda, která využívá deterministického algoritmu pro výběr 
nejlepšího zarovnání. Jedná se o rozložení problému zarovnání všech možností do menších 
navazujících podproblémů bez opakování možných kandidátů. 
Příkladem bude zarovnání dvou nukleotidových sekvencí GCGCA a GCA. Pro první 
pozici zarovnání jsou tři možnosti: (1) vložit mezeru do první sekvence, (2) vložit mezeru do 
druhé sekvence nebo (3) nevkládat mezeru a zarovnat písmena pod sebe. Algoritmus dyna-
mického programování tedy počítá skóre pro tyto 3 možnosti a následně vybere a uchová tu 
z nich, která vede k nejlepšímu celkovému skóre. Výsledné skóre zarovnání je pak součtem 
skóre současného kroku a zbytku zarovnání (rozklad na opakující se podproblémy). Jednot-
livá skóre se uchovávají v tabulce, kde řádky představují jednu sekvenci (vertikální) a sloup-
ce druhou sekvenci (horizontální).  
Vyplňování tabulky začíná z levého horního rohu (tedy od začátku sekvencí) 
a pokračuje v diagonálním směru k pravému dolnímu rohu tabulky. Pro výpočet hodnoty 
buňky v tabulce musí být známa hodnota sousední buňky vlevo, nahoře a v levém horním 
rohu. Z těchto tří sousedních buněk se vypočítá nejlepší skóre pro aktuální buňku tabulky. 
Výpočet probíhá následovně:  
• Hodnota z horního souseda se počítá tak, že se od jeho hodnoty odečte penalizace 
za mezeru a znamená to, že se vkládá mezera do horizontální sekvence. 
• Hodnota z levého souseda se počítá opět z jeho hodnoty a odečtením penalizace za 
mezeru a znamená to, že se vkládá mezera do vertikální sekvence.  
• Hodnota z levého horního souseda znamená zarovnání odpovídajících symbolů 
z obou sekvencí a počítá se přičtením/odečtením hodnoty ze skórovací matice za 
shodu/neshodu symbolů. 
Po vyplnění všech buněk tabulky se navrací zpětně z pravého dolního rohu do levého 
horního. Navracení jde po těch buňkách, ze kterých byly vybírány nejlepší hodnoty. Podle 
směru výběru buňky se určí, zda se symboly na dané pozici zarovnávaly nebo zda se vkláda-
ly mezery. 
Příklad vyplněné tabulky dynamického programování s naznačenou zpětnou cestou 
vyjadřující zarovnání zobrazuje obrázek 4.4.  
4.4 Heuristické algoritmy 
Heuristické algoritmy negarantují nalezení nejlepšího zarovnání, ale oproti dynamickému 
programování poskytují mnohem rychlejší výpočet. Často se používají v rozsáhlých databá-
zích pro vyhledání podobných sekvencí. Jedná se o metody FASTA a BLAST. Z pohledu 
této práce není detailní znalost těchto metod podstatná. Hlavní metody zarovnání budou pro-
brány v následující kapitole. Pro více informací o principu heuristických metod viz [21].  
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Obrázek 4.4: Ukázka tabulky dynamického programování s vyznačenou zpětnou cestou pro odvození 
výsledného zarovnání. Přejato z [23]. 
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5 Vícenásobné zarovnání 
Jedná se o vzájemné zarovnání více než dvou sekvencí. Z takového zarovnání je možné od-
vodit celou řadu vlastností zarovnávané sekvence – například určit konzervované úseky, 
provést fylogenetickou analýzu či predikovat sekundární a terciární strukturu. Samozřejmě 
jde však o výpočetně náročnější operaci, než zarovnání pouhých dvou sekvencí, které bylo 
náplní předchozí kapitoly. 
5.1 Dynamické programování 
Stejně tak, jako lze dynamické programování použít pro jednoduché zarovnání, je možné 
tuto metodu rozšířit pro zarovnávání více sekvencí. Při zarovnání dvou sekvencí se používala 
dvojrozměrná tabulka. Při použití více sekvencí úměrně roste i počet dimenzí tabulky. Bohu-
žel s tím roste výrazně i výpočetní náročnost, takže tato metoda je použitelná spíše pro jed-
notky středně dlouhých sekvencí. Složitost metody je O(LN), kde L je délka sekvencí a N je 
jejich počet [21]. 
5.2 Progresivní metody 
Často používané metody pro vícenásobné zarovnání. Progresivní metody se skládají ze dvou 
hlavních kroků: 
1) Vytvoření stromové struktury (guide tree), do které jsou uloženy sekvence na zákla-
dě vzájemné podobnosti. Počáteční vytvoření guide tree se provádí pomocí metod 
shlukování jako je např. neighbor-joining nebo UPGMA.  
2) Po vytvoření guide tree se sekvence podle vzájemné vzdálenosti postupně zarovná-
vají a vytváří se celkové vícenásobné zarovnání. 
Progresivní metody nezaručují vytvoření optimálního zarovnání. Hlavní problém tkví 
v tom, že jakákoliv chyba v postupném budování zarovnání se přenáší dál, protože sekvence 
jsou zarovnávány postupně k již zarovnaným. 
5.2.1 Clustal 
Clustal [23] je celá rodina programů. Tyto programy byly dříve jedny z nejpoužívanějších a 
nejznámějších. Jejich princip je založen na progresivním postupu. Pro budování guide tree 
využívá algoritmus UPGMA (viz kapitola 6.2). Základní program Clustal byl několikrát vy-
lepšován a vydán v různých verzích. ClustalW je verze, která oproti původní metodě používá 
pro sestavení tabulky podobnosti dynamické programování namísto běžně používané metody 
BLAST. Pro sestavení stromu pak aplikuje metodu Neighbor-Joining (viz kapitola 6.2) na-
místo UPGMA. Každá sekvence je při výpočtu zarovnání váhována a metoda na základě 
míry identity dynamicky vybírá konkrétní skórovací matici BLOSUM. Tím se liší oproti 
původní verzi Clustal, která využívá předem vybranou verzi skórovací matice. Zatímco 
ClustalW je určený pro příkazový řádek, varianta ClustalX poskytuje navíc grafické rozhra-
ní. 
Nejnovější verze je ClustalΩ [24]. U této metody autoři uvádějí velmi znatelné vylep-
šení výkonu i přesnosti oproti ostatním nástrojům a předchozí verzi ClustalW. Dokáže řadit 
téměř neomezené množství sekvencí v řádu několika hodin. Složitost nástroje ClustalW je O(N2) a ClustalΩ je O(N log N). I při této složitosti ClustalΩ generuje guide tree stejně 
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přesné, jako generují konvenční metody. V principu pracuje tak, že všechny sekvence nahra-
dí vektory v n-dimenzionálním prostoru, kde každý vektor představuje vzdálenost od refe-
renční sekvence. Tyto vektory pak mohou být velmi rychle shlukovány pomocí algoritmů 
k-means nebo UPGMA. Výsledné zarovnání je vytvářeno na základě skrytých markovových 
modelů. 
5.2.2 T-Coffee 
Metoda T-Coffee (Tree-based Consistency Objective Function for Alignment Evaluation) 
[25] se snaží oproti metodě Clustal snížit vliv distribuce chyby zarovnání, i když je založena 
na podobném principu. Důležitým znakem metody T-Coffee je, že i když je to metoda pro-
gresivní, nevyužívá pouze informace o zarovnání z daného kroku, ale i z kroků předchozích. 
Je to metoda, která nepočítá pro ohodnocení zarovnání váhovaný součet podle skórovací 
matice, ale počítá míru konzistence zarovnání (jakási tranzitivita vícenásobného zarovnání 
mezi jednotlivými pozicemi sekvencí). 
5.2.3 Kalign 
Základem metody Kalign [26] je Wu-Manber algoritmus porovnávání řetězců. Tato metoda 
byla navržena pro zarovnání velkého počtu řetězců. Výhodou této metody je, že je autory 
poskytován dodatečný program pro jednoduchou vizualizaci (Kalignvu), skrze který se dá 
snadno vytvořené zarovnání zkontrolovat a posléze program spustit s pozměněnými parame-
try a sledovat změny ve výpočtu. 
5.3 Iterativní metody 
Problémem progresivních metod je to, že se na začátku nemusí najít vhodné zarovnání a 
všechny další sekvence jsou pak zarovnány špatně. Chyba zarovnání je distribuována celým 
procesem tvorby zarovnání. Tento problém řeší iterativní metody. Pracují stejně jako progre-
sivní metody, ale v průběhu přidávání nových sekvencí do zarovnání opakovaně zarovnávají 
již zarovnané sekvence a pokouší se dosavadní zarovnání optimalizovat nalezením lepšího 
pořadí zarovnaných sekvencí. Přístupů k optimalizaci zarovnání je celá řada.  
5.3.1 MUSCLE 
Podle autorů programu MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison by Log- Expectation) 
[27] se v době vydání jednalo o nejpřesnější a nejrychlejší metodu mezi iterativními (i pro-
gresivními) metodami. 
Princip metody MUSCLE je typický pro iterativní metody a spočívá v následujících 
třech krocích: 
1) Výpočet předběžného zarovnání zahrnuje sestrojení matice podobnosti metodou po-
čítání k-tic (k-mer counting). Podobně jako v progresivních metodách se musí dále 
vytvořit pomocný strom (TREE1) metodou UPGMA a prvotní zarovnání (MSA1). 
2) V dalším kroku se přepočítávají zarovnané sekvence. Z MSA1 se vypočte nová mati-
ce podobnosti skrze přesnější výpočet tzv. Kimurovy vzdálenosti9. Dále se sestaví 
pomocný strom (TREE2) a vytvoří se nové zarovnání (MSA2). 
9 Kimurova vzdálenost je model pro ohodnocení DNA substitucí zohledňující především cenu záměny 
purín-purín, pyrimidín-pyrimidín a jejich kombinace. 
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3) Posledním krokem je iterativní zpřesňování TREE2 a MSA2. Strom TREE2 se v ur-
čitém místě rozdělí. Z obou stromů se vytvoří samostatně nové zarovnání a poté se 
tyto dvě zarovnání opět sloučí dohromady. Pokud je nové zarovnání lepší, ponechá 
se. Pokud bylo lepší staré zarovnání, původní strom se rozdělí v jiném místě a opět 
se zkouší vytvořit lepší zarovnání. Tento krok se opakuje, dokud se stále dosahuje 
lepšího zarovnání nebo se nevyzkouší všechny kombinace rozdělení stromu [23]. 
5.4 Kombinace progresivních a iterativních 
metod 
Mezi metodami iterativními a progresivními je rozdíl v přesnosti, ale také v rychlosti. Někdy 
může být vhodné kombinovat oba přístupy a dynamicky tak vybírat mezi důrazem na rych-
lost nebo přesnost. 
5.4.1 MAFFT 
MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform) [28] je spíše balík nástrojů než 
jeden program. Tento balík poskytuje tři úrovně programů podle metody, kterou programy 
používají: 
1) Progresivní metody podobné nástroji ClustalW, které díky využití nových technik 
mohou zarovnat velký počet sekvencí (až tisíce) na standardním stolním počítači. 
Hlavní zrychlení je dáno tím, že MAFFT využívá pro hledání podobností v sekven-
cích Fourierovy transformace. Tato varianta je nejrychlejší, ale nejméně přesná. 
2) Pro zlepšení přesnosti je použita iterativní metoda za cenu zpomalení algoritmu. Pro 
hledání zarovnání se opět používá Fourierova transformace. 
3) Pro extrémně obtížné případy zarovnání jsou poskytnuty nejpřesnější metody. Jedná 
se o použití výpočtu skóre jako v metodách 1) a 2). Navíc se počítá skóre konzisten-
ce zarovnání mezi sekvencemi (podobně jako v metodě TC̵offee), které vyjadřuje ja-
kousi tranzitivitu zarovnání sekvencí a značně zpřesňuje výpočet oproti prostému 
sčítání a penalizacím podle skórovací matice. Tato metoda je určena pro zarovnání 
jednotek až desítek sekvencí. 
Při vytváření zarovnání nástrojem MAFFT je možné si podle počtu sekvencí a jejich 
délky zvolit parametry a konkrétní metody ručně nebo volbu metod nechat na nástroji podle 
předem stanovených kritérií. 
5.5 Porovnání progresivních a iterativních 
metod 
Známé metody pro zarovnání sekvencí jsou obvykle při svém publikování porovnány 
s ostatními metodami z hlediska výkonu. K tomuto účelu slouží volně dostupné testovací 
sady - benchmarky. Měření rychlosti a přesnosti je převzato z článku [24]. 
Tabulka 5.1 znázorňuje hodnoty testování metod na testovací sadě BAliBASE. Tato testovací 
sada obsahuje 218 testovacích případů v řádu desítek až stovek zarovnávaných sekvencí. 
Největší přesnosti a také nejdelšího času dosahují nástroje založené na hodnocení konzisten-
ce. Jediný nástroj, který s konzistencí nepracuje, ale může se těmto nástrojům v přesnosti 
rovnat, je ClustalΩ. Pro tento řád (desítky až stovky) počtu sekvencí je velmi vhodný nástroj 
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MAFFT, který dosahuje dobré rychlosti i přesnosti. Pro tento počet sekvencí pracuje v nej-
přesnějším režimu (viz kapitola 5.4), ale díky Fourierově transformaci a úpravě výpočtu 
konzistence zvládá pracovat rychleji, než ostatní nástroje využívající hodnocení konzistence.  
Tabulka 5.2 ukazuje měření na testovací sadě o tisících sekvencích. Je zřejmé, že me-
toda Kalign byla opravdu navržena pro velké množství sekvencí, protože podává dobré vý-
sledky za poměrně krátký čas. Co se týče přesnosti, nejlepší výsledky podává metoda 
ClustalΩ. Pro desetitisíce sekvencí je i velmi rychlá (nejrychlejší nastavení metody MAFFT 
je sice rychlejší, ale dosahuje velmi špatné přesnosti). Ostatní metody, které jsou v tabulce 
5.1 uvedeny, nemohly být na takto velkém vzorku dat testovány z důvodu časové náročnosti. 
Metody MAFFT a MUSCLE musely být pro takto velký vzorek dat správně nastaveny, jinak 
by řešení také trvalo příliš dlouho.  
 
 
 
 
Nástroj 93 ≤ N ≤ 2 957 3 127 ≤ N ≤ 9 105 10 099 ≤ N ≤ 50 157 
ClustalΩ 0,708 / 2114,0 0,639 / 11 719,5 0,464 / 27 328,9 
Kalign 0,569 / 324,9 0,563 / 6752,0 0,420 / 286 711,0 
MAFFT default 0,550 / 238,9 0,462 / 3115,4 – / – 
MAFFT -parttree – / – – / – 0,253 / 6 119,4 
MUSCLE default 0,533 / 104 587,0 – / – – / – 
MUSCLE -matrixers 2 – / – 0,416 / 8239,2 0,216 / 110 292,0 
Tabulka 5.2: Porovnání rychlosti a přesnosti na testovací sadě HomFam obsahující až desetitisíce 
sekvencí v jednom zarovnání. Ve sloupcích je uvedena přesnost / doba trvání. Přesnost se uvádí 
v intervalu <0,1> (kde 1 je nejpřesnější) a doba tvrvání v sekundách. Převzato z [24]. 
 
Nástroj Prům. skóre Celk. čas (s) Konsistence 
MSAprobs 0,607 12 382,00 Ano 
Probalign 0,589 10 095,20 Ano 
MAFFT (auto) 0,588 1 475,40 Většinou 
Probcons 0,558 13 086,30 Ano 
ClustalΩ 0,554 539,91 Ne 
T-Coffee 0,551 81 041,50 Ano 
Kalign 0,501 21,88 Ne 
MUSCLE 0,475 789,57 Ne 
MAFFT (default) 0,458 68,24 Ne 
FSA 0,419 53 648,10 Ne 
Dialign 0,415 3 977,44 Ne 
PRANK 0,376 128 355,00 Ne 
ClustalW 0,374 766,47 Ne 
Tabulka 5.1: Porovnání rychlosti a přesnosti nástrojů na testovací sadě dat BAliBASE. Sloupec prům. 
skóre představuje průměrnou přesnost všech 218 testů. Přesnost se uvádí v intervalu <0,1> (kde 1 je 
nejpřesnější). Celkový čas udává trvání všech testů dohromady. Konzistence udává, zda nástroj 
pracuje s klasickou skórovací maticí, nebo je založen na konzistenci. Převzato z [24]. 
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5.6 Další přístupy k zarovnání sekvencí 
Kromě dynamického programování a progresivních či iterativních metod, které se používají 
při vícenásobném zarovnávání v současnosti asi nejvíce, lze použít i další přístupy, které jsou 
už spíše okrajové nebo se používají pouze jako součást dříve zmíněných metod. 
5.6.1 Skryté markovovy modely 
Skryté Markovovy Modely (SMM) jsou pravděpodobnostní modely přiřazující pravděpodob-
nost výskytu jakékoli kombinaci mezer a zarovnávaných symbolů. Ze všech možných vari-
ant vybírají tu nejvíce pravděpodobnou jako vícenásobné zarovnání. Tuto techniku je možné 
použít jak pro globální tak i pro lokální zarovnání. Metody využívající SMM jsou poměrně 
mladé (metoda ClustalΩ byla publikována v roce 2011) a nejsou proto zatím rozšířené. Pro-
tože SMM pracuje s pravděpodobností, velmi dobře se hodí pro zarovnání překrývajících se 
segmentů [29]. 
Další metody, které jsou přímo založené na SMM, jsou například POA (Partial-Order 
Alignment) [30] a HMMER (viz kapitola 3.2). 
5.6.2 Genetické algoritmy 
Genetické algoritmy se často používají pro řešení optimalizačních problémů. V bioinfor-
matice se dají aplikovat při hledání nejvhodnějšího vícenásobného zarovnání. Metoda, která 
byla vytvořena na principech genetických algoritmů, se jmenuje SAGA (Sequence Alignment 
by Genetic Algorithm). Metoda SAGA rozdělí sekvence do fragmentů a poté se je snaží opa-
kovaně spojit a zarovnat tak, že mezi fragmenty vkládá mezery. Hodnocení každého kandi-
dátního řešení je počítáno podle skórovací matice [31].  
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6 Fylogenetická analýza 
Fylogenetická analýza a zarovnání sekvencí spolu úzce souvisí. V kapitole 4.1 bylo řečeno, 
že se pomocí zarovnání dají zkoumat evoluční vztahy sekvencí. Zkoumání evolučních vzta-
hů v zarovnaných sekvencích stojí především na porovnání jejich primární struktury. Fylo-
genetická analýza také zkoumá evoluční vztahy DNA a proteinů, ale spíše z pohledu toho, 
jak se sekvence vyvíjely v čase. Výsledkem fylogenetické analýzy je fylogenetický strom, 
který určuje společné předky a evoluční vzdálenost jednotlivých organizmů či sekvencí. 
Mnohé formy fylogenetické analýzy využívají informací získaných ze zarovnání sekvencí 
pro konstrukci fylogenetických stromů. Sekvence, které se pro tvorbu fylogenetických stro-
mů využívají, jsou homologní sekvence proteinů nebo genů. 
Z pohledu této práce je důležitá konstrukce fylogenetického stromu, který je metodou 
MAPP využíván k predikci důsledku aminokyselinových substitucí. V této kapitole bude 
popsáno základní rozdělení fylogenetických stromů a metody, které se pro jejich tvorbu pou-
žívají. 
6.1 Fylogenetický strom 
Fylogenetický strom reprezentuje evoluční vztahy mezi geny, proteiny či organizmy. Obrá-
zek 6.1 zobrazuje ukázku fylogenetického stromu. V následujícím seznamu jsou vysvětleny 
základní části stromu z fylogenetického hlediska: 
• Listové uzly – reprezentují analyzované (existující) objekty (např. DNA sekvence, 
proteiny, organizmy). 
• Vnitřní uzly – reprezentují společné předchůdce zkoumaných objektů. Tito před-
chůdci často reálně neexistují a slouží jen jako pravděpodobný bod oddělení sek-
vencí či organizmů v průběhu evoluce. 
• Kořen – reprezentuje nejstaršího předchůdce všech zkoumaných objektů. 
• Délka hrany – obvykle určuje evoluční vzdálenost organizmů. Může se jednat 
o počet evolučních událostí mezi organizmy nebo dobu, kdy došlo k oddělení vý-
vojové větve. Obrázek 6.1 zobrazuje strom, kde hrany znázorňují pouze vztahy 
mezi organizmy a nikoliv přesnou vzdálenost mezi nimi. 
Fylogenetické stromy můžeme dělit podle toho, zda obsahují kořen: 
• Kořenové – obsahují kořen stromu, který představuje vzdáleného předka společné-
ho všem organizmům. Kořenové stromy zobrazuje obrázek 6.1. 
• Nekořenové – neobsahují kořen stromu jako společného předka. Příklad nekořeno-
vého stromu zobrazuje obrázek 6.2. Nekořenové stromy je možné transformovat na 
kořenové tak, že se vloží jedinec, který je od všech ostatních sekvencí velmi vzdá-
len, tzv. outgroup.  
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6.1.1 Formát Newick 
Newick je formát sloužící pro textovou reprezentaci stromové struktury. Je univerzálně při-
jímán většinou programů pracujících s fylogenetickými stromy. Jednotlivé uzly stromu jsou 
zapsány tak, že uzly spadající pod stejného rodiče jsou společně uzávorkovány. V tomto 
formátu je možné zapsat i délku jednotlivých větví. 
Ve formátu Newick je obrázek 6.1 reprezentován následujícím zápisem: 
(Rhea:0.5,(Moa:0.4,(Ostrich:0.3,(Kiwi:0.2, 
(Cassowary:0.1, Emu:0.1):0.1):0.1):0.1):0.1); 
 
Obrázek 6.2: Ukázka nekořenového fylogenetického stromu druhu pěnkavovitých z Galapážškého 
souostroví. Přejato z [32]. 
 
Obrázek 6.1: Ukázka fylogenetického stromu pštrosa a příbuzných druhů. Přejato z [32]. Vytvořeno 
v programu pro tvorbu fylogenetických stromů Trex-online, který je dostupný na: 
http://www.trex.uqam.ca/index.php?action=newick&project=trex. 
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6.2 Metody založené na vzdálenosti 
Tyto metody jsou založeny na měření genetické vzdálenosti mezi zkoumanými sekvencemi. 
Jejich vstupem je vícenásobné zarovnání, ze kterého se počítá evoluční vzdálenost. Tato 
vzdálenost se počítá jako podíl nesouhlasných symbolů v zarovnání. Mezery v zarovnání se 
buď vůbec nepočítají, nebo jsou počítány jako nesouhlasně zarovnané symboly. Navzájem 
nejbližší sekvence jsou spojeny pod společného předka a délka jejich hrany ve stromě odpo-
vídá jejich evoluční vzdálenosti. Metodami založenými na vzdálenosti je možné vytvářet 
kořenové i nekořenové stromy. Hlavní nevýhodou metod založených na vzdálenosti je to, že 
nevyužívají sekvence a zarovnání, ale pouze distanční matici, která redukuje informace ob-
sažené v zarovnání pouze na vzdálenosti mezi sekvencemi. Na druhou stranu – díky tomuto 
zjednodušení je konstrukce fylogenetického stromu velmi rychlá. Strom vytvořený touto 
metodou často slouží jako počáteční odhad nebo jako odrazový můstek pro výpočet složitěj-
ších metod. 
6.2.1 Distanční matice 
Distanční matice obsahuje vzájemnou vzdálenost sekvencí. Ve fylogenetické analýze se pro 
měření vzdálenosti používá počet rozdílných nukleotidů či aminokyselin v zarovnání dvou 
sekvencí. 
6.2.2 Neighbor-joining 
Metoda Neighbor-joining [33] používá techniky shlukování dat. Jako metriku shlukování 
využívá evoluční vzdálenost sekvencí. 
Postup metody je naznačen ve čtyřech zjednodušených krocích: 
1) Vypočítá se matice vzdáleností D(i, j) a vytvoří se hvězdicový strom se společným 
středem a uzly odpovídající vstupním sekvencím. 
2) Metoda dále nalezne uzly a a b, které odpovídají minimu funkce 𝑚𝑖𝑛 [ 𝐷(𝑎, 𝑏) − 𝑢(𝑎) −  𝑢(𝑏)] a vytvoří jim společného předka U, kterého připojí místo uzlů a a b. 
Funkce u(a) je funkce průměrné vzdálenosti uzlu a od všech ostatních uzlů. 
3) Poté se musí vypočítat nové vzdálenosti uzlů a a b k novému uzlu U. 
4) Nakonec se musí přepočítat vzdálenosti všech ostatních uzlů k novému uzlu U. 
Kroky 2-4 se opakují, dokud nezůstane jediný nespojený uzel. 
Základní verze metody vytváří nekořenové stromy. Pro vytvoření kořenového stromu 
je možné vložit outgroup jedince mezi zkoumané sekvence. Pokud nelze jednoduše vybrat 
outgroup jedince, vybere se nejdelší hrana stromu a doprostřed této hrany se vloží kořen. 
6.2.3 UPGMA  
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) [34] je jedna z nejstarších 
a nejjednodušších metod. Byla publikována už v roce 1902 a stále se používá. Metoda 
UPGMA předpokládá konstantní rychlost evolučního vývoje, což může vést k nepřesnostem, 
pokud tento předpoklad použitá datová sada nesplňuje [35]. Vstupem metody UPGMA je 
opět distanční matice. Nevýhodou je, že algoritmus generuje ultrametrické stromy10  (viz 
obrázek 6.3) 
10 Ultrametrické stromy se vyznačují tím, že vzdálenost od kořene ke všem listům je stejná. 
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Postup metody je velmi jednoduchý: 
1) Vybere se z tabulky sekvence A a B s nejmenší udávanou vzdáleností a spojí je v je-
den uzel C. 
2) Přepočítají se vzdálenosti všech uzlů k novému uzlu C. Nová vzdálenost u starého 
uzlu D a nového uzlu C se přepočítá jako:  
𝑢(𝐶,𝐷) = �𝑢(𝐴,𝐷)+𝑢(𝐵,𝐷)�
2
, tedy jako průměr předchozích vzdáleností. 
3) Spojení uzlů se zakreslí do pomocného stromu. 
4) Postup se opakuje od kroku 1, dokud nejsou spojeny všechny dvojice uzlů. 
6.3 Metody založené na znacích 
Metody založené na vzdálenosti pracují se vzdálenostní maticí, která byla vytvořena na zá-
kladě vícenásobného zarovnání. Z matice vzdálenosti již ale zarovnání zpětně konstruovat 
nelze a nelze ani získat informaci o sekvencích. Metody založené na znacích jsou konstruo-
vány přímo na základě zarovnání a vzdálenostní matici nevyužívají. 
Fylogenetický strom se tedy vytváří přímo ze zarovnání. Zarovnané sekvence jsou 
v listech stromu a vnitřní uzly obsahují sekvence znaků, které by z hlediska evoluce mohly 
být jejich předky. 
Metody založené na znacích mohou pracovat na základě dvou pohledů na danou pro-
blematiku. Jeden pohled bere v úvahu pouze evoluční vzdálenost sekvencí a jejich předků 
(Parsimony), druhý pohled bere v úvahu statistický model vypozorovaný ze zkoumaných 
sekvencí. 
6.3.1 Maximální parsimony 
Fylogenetická analýza zkoumá nejpravděpodobnější vývoj sekvencí. Jeden způsob vývoje 
sekvence je kódován fylogenetickým stromem. Tento strom se dá hodnotit různými způsoby. 
Jeden způsob je penalizovat každý nesouhlasný znak a mezeru v rodičovském uzlu. Ohodno-
cení celého stromu je potom dáno součtem všech těchto penalizací. 
Parsimony pochází z anglického slova, které znamená velkou šetřivost. Fylogenetický 
strom se na základě maximálního parsimony vybírá tak, aby měl co nejmenší součet penali-
 
Obrázek 6.3: Srovnání dvou fylogenetických stromů vytvořených ze stejné tabulky vzdálenosti ale 
různými metodami. Přejato z [35]. 
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zací a byl tak z hlediska evoluce co „nejlevnější“. Stejně jako se u zarovnání sekvencí použí-
vala skórovací matice, i v metodách založených na maximálním parsimony se může použít 
různé penalizace pro různé evoluční události.  
Nejjednodušší přístup ke konstrukci a vybrání stromu s maximálním parsimony je vy-
tvořit všechny možné stromy a poté je ohodnotit a vybrat nejlepší. Tento postup lze uskuteč-
nit pouze pro relativně malé množství sekvencí z důvodu časové náročnosti. Pro urychlení 
výpočtu se používají složitější algoritmy a heuristiky. 
6.3.2 Maximální pravděpodobnost 
Metody založené na pravděpodobnosti se snaží vytvořit fylogenetické stromy, které budou 
z hlediska statistických metod nejpravděpodobnější. Tyto metody potřebují pro určení prav-
děpodobnosti mutace tzv. substituční model11. Obecně je princip podobný jako u parsimony 
– čím více mutací je potřeba k vysvětlení fylogenetického vztahu sekvencí, tím menší prav-
děpodobnost je tomuto vývoji přiřazena. Oproti parsimony umožňují tyto metody vyjádřit 
složitější vztahy (např. mutace zvýší/sníží pravděpodobnost mutace v jiném místě). 
Výhody těchto metod jsou především ve větší konzistenci výsledku. To znamená, že 
výsledek není oproti ostatním metodám tak ovlivněn vložením sekvence, která se značně 
evolučně liší od ostatních [35]. Další výhodou je, že využívají všechny informace, které ob-
sahují sekvence a jejich zarovnání. Nevýhodou může být to, že výpočet pravděpodobnosti je 
velmi pomalý. Další nevýhoda je, že výsledek velmi závisí na volbě evolučního (neboli sub-
stitučního) modelu. 
6.3.3 Branch and bound 
Metoda Branch and bound [36] nevyužívá heuristiky, ale iterativně prohledává prostor mož-
ných řešení. Z prohledávaného prostoru vyřazuje řešení, o kterých lze v určitý moment roz-
hodnout, že už nemohou být lepší než počáteční odhad. Pro ohodnocení jednotlivých řešení 
používá maximální parsimony. 
Postup této metody je možné shrnout do dvou kroků: 
1) První krok spočívá ve stanovení horní hranice L pro délku stromu. Hodnota hranice L může být na začátku metody nastavena na délku náhodně vybraného počátečního 
stromu, který obsahuje všechny sekvence v datové množině. Často se jako počáteční 
odhad nepoužívá náhodně vybraný strom, ale strom sestrojený nějakou rychlou a 
jednoduchou metodou (např. UPGMA). 
2) Na začátku druhého kroku je nutné sestavit počáteční strom T1, který bude popiso-
vat vztah jen několika málo sekvencí datové množiny. V jednotlivých opakováních 
bude T1 rozšiřován o další sekvence, ale vždy jen o jednu v daném kroku a pouze 
pokud takto obohacený strom T1 nepřekročí hranici délky L. Nová sekvence se mů-
že do T1 přidat různým způsobem a všechny tyto způsoby splňující omezení délky L 
jsou zapamatovány (ukládají se do stromové struktury; vzniká strom stromů). Jakmi-
le je nalezen strom, který je kratší než L, hranice L je přepsána touto novou hodnotou 
a další iterace budou o to efektivnější.- 
11 Substituční model popisuje změnu jedné sekvence na jinou z hlediska pravděpodobnosti. 
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6.3.4 Sankoff–Morel–Cedergren 
Sankoff–Morel–Cedergren (SMC) algoritmus [37] byl ve své době představen jako první, 
který naráz vytváří vícenásobné zarovnání spolu s fylogenetickým stromem pro nukleotidové 
sekvence. Tato metoda využívá maximální parsimony spolu se skórovací maticí. Sekvence 
ve vnitřních uzlech jsou ohodnoceny a hodnocení sečteno pro všechny uzly. Metoda nachází 
takový strom, který má nejlepší celkové hodnocení. Tato metoda také poskytuje optimální 
řešení a nevyužívá heuristiky. Je ale výpočetně náročná a proto se používají počáteční odha-
dy řešení, které jsou postupně zpřesňovány. 
6.3.5 Heuristické metody 
Výše zmíněné metody jsou výpočetně náročné a velikost prohledávaného prostoru roste ex-
ponenciálně s počtem sekvencí [35]. Pro více (desítky) sekvencí je nutné použít heuristické 
algoritmy, které negarantují, že najdou řešení nejlepší, ale jsou schopné alespoň nějaké řeše-
ní najít v rozumném čase. Většina heuristických metod je založena na předpokladu, že různé 
varianty stromů nejsou navzájem zcela nezávislé. Fylogenetické stromy s vysokou pravdě-
podobností nebo vysokým parsimony, jsou jen málo odlišné od stromů, které mají hodnocení 
o málo nižší. Hodnocení se tedy nemění skokově, ale malá úprava stromu změní i hodnocení 
stromu jen málo. Většina heuristik tedy nejprve vygeneruje počáteční strom, který použije 
jako výchozí bod a ten pak v jednotlivých krocích hledání lepšího řešení modifikuje techni-
kou branch swapping. Při branch swapping modifikacích se nejedná o prohledávání prostoru 
postupným generováním variant fylogenetického stromu, ale o přemisťování a kombinování 
celých částí stromu. Zjednodušeně lze říci, že nový strom se vygeneruje odstřižením části 
větve, která se připojí na jinou část stromu. V prvních krocích se generují stovky nových 
stromů. Pokud jsou tyto nové stromy kratší než výchozí, použijí se pro generování dalších 
stromů. Tento postup generování se opakuje do té doby, dokud se daří vygenerovat alespoň 
jeden strom kratší než strom z předchozího kola. 
6.4 Consensus tree 
Nelze obecně rozhodnout, že metody založené na vzdálenosti předčí metody založené na 
znacích nebo naopak. Parsimony metody, které mají na vstupu blízké sekvence, mohou ge-
nerovat stovky stromů se stejným hodnocením nebo se často nástroje kombinují a je možno 
dostat několik různých výsledků. 
V takových případech se používá jakási sumarizace množiny stromů do jednoho stro-
mu, který se nazývá consensus tree a bere se jako výsledný fylogenetický strom. Více viz 
[21]. 
6.5 Nástroje pro fylogenetickou analýzu 
proteinových sekvencí 
Nástroje pro fylogenetickou analýzu jsou zařazeny do samostatné kapitoly, protože se často 
jedná o balíky programů, které využívají různé metody. 
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6.5.1 PHYLIP  
PHYLIP (PHYLogeny Inference Package) [38] je balík programů týkajících se fylogenetické 
analýzy. Balík byl psán tak, aby dokázal využít masivní paralelizace. Programy v tomto ba-
líku využívají metody parsimony, distančních matic a pravděpodobnosti. Jednotlivé progra-
my umožňují sestavovat consensus tree. Vstupní data jsou načítána z textových souborů buď 
vytvořených ručně, nebo nástroji, které umí formát PHYLIP generovat (např. ClustalW). 
Výstupní data jsou zapsána opět do textových souborů. Fylogenetické stromy jsou ukládány 
do formátu Newick. 
6.5.2 PhyML 
Od roku 2003 byl program PhyML (maximum likelihood phylogenies) [39] často používán 
díky snadnému nastavení (oproti programu PHYLIP, kde se musí použít hned několik ná-
strojů najednou) a uspokojivému výkonu. Je založen na heuristických metodách přestavění 
stromu  Nearest-Neighbor Interchanges (NNIs) a Subtree Pruning and Regrafting (SPR) 
[40]. Tato metoda vybírá a odstraňuje podstromy z hlavního stromu a poté je vrací zpět na 
jiné místo. Nově vytvořenou topologii hodnotí pomocí parsimony skóre a pravděpodobnostní 
funkce.  
6.5.3 MrBayes 
Nástroj MrBayes [41] byl implementován jako jeden z prvních, které používaly bayesovské 
statistické inference metodou Markov chain Monte Carlo. Metody založené na bayesovské 
analýze se považují za lepší než metody založené na parsimony. Oproti metodám založeným 
na maximální pravděpodobnosti mohou být náchylnější na vliv odlehlých sekvencí [42]. 
6.5.4 RAxML 
Program RAxML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood) [43] byl navržen pro analý-
zu velkých datasetů metodou maximum likelihood. Využívá paralelizace a nízkoúrovňové 
optimalizace na bázi nových instrukčních sad moderních procesorů. Také využívá aproxi-
movaný substituční model, který umožnil 52krát rychlejší výpočet, než verze bez aproxima-
ce. Autoři uvádí 2-3 krát rychlejší výpočet pro stejný počet sekvencí oproti programům 
PhyML a MrBayes. 
6.5.5 FastTree 
Nástroj FastTree [44] využívá heuristickou variantu  neighbor joining k nalezení počáteční 
topologie stromu. Takto vytvořený strom je pak krácen pomocí NNI a SPR (stejně jako ná-
stroj PhyML). Posledním krokem metody je ještě využití metody maximální pravděpodob-
nosti k finálnímu výpočtu topologie stromu. Ze všech uvedených nástrojů je FastTree nej-
rychlejší (viz tabulka 6.1). 
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 Dataset Sekvencí FastTree 2.0.0 RAxML 7 PhyML 3 
16S rRNA, subsets 500 0,02 h 2,2 h 2,9 h 
COGs, subset 500 0,02 h 5,2 h 7,2 h 
COGs, subset 2 500 0,11 h 61 h - 
Tabulka 6.1: Porovnání rychlosti metod konstrukce fylogenetického stromu. Všechny metody byly 
spuštěny v jednom vlákně. Hodnoty převzaty z [44]. 
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7 Optimalizace programů třetích 
stran použitých při testování 
metody MAPP 
Hlavním cílem této práce je otestovat metodu MAPP na známém datasetu proteinových mu-
tací a porovnat její výkon s ostatními dostupnými nástroji. Před tím, než může být spuštěna 
analýza mutací pro určitou sekvenci pomocí metody MAPP, musí uživatel provést určité 
kroky (viz také obrázek 7.1):  
1) vybrat příbuzné (homologní) sekvence, 
2) vytvořit z nich soubory obsahující jejich vícenásobné zarovnání a  
3) z vícenásobného zarovnání vytvořit fylogenetický strom. 
Před samotným testováním metody MAPP na datasetu je tedy nutné nejprve najít 
vhodné programy a jejich nastavení, pro kroky 1, 2 a 3. Tabulka 7.1 uvádí programy, které 
byly v průběhu optimalizace použity. Každá kombinace trojice programů a jejich nastavení 
vytváří jednu spustitelnou variantu analýzy. U každé varianty byla vyhodnocena výsledná 
přesnost. Stavový prostor tvořený výběrem programů a jejich parametry je prakticky neome-
zený, protože některé parametry mají spojitý charakter. Všechny spustitelné varianty analýzy 
byly testovány na jednom proteinu. Sekvence v kroku 1 byly testovanými programy vždy 
vybírány z jedné databáze, aby byla zajištěna konzistence experimentů.  
 
 
7.1 Testovací protein 
Protein, který je použit pro hledání optimálních parametrů, je Lac Repressor (lacI) včetně 
jeho mutací, které byly experimentálně ověřeny [45]. Jedná se o jeden ze čtyř proteinů, na 
kterém byla metoda MAPP jejími autory otestována a díky tomu je možné porovnat výsled-
ky optimalizace přesnosti metody MAPP s hodnotou, kterou pro tento protein uvádějí autoři, 
Obrázek 7.1: Blokový diagram procesu analýzy požadovaných mutací určité sekvence metodou MAPP. 
Přerušovanou čarou jsou vyznačeny kroky, které jsou předmětem optimalizace v této kapitole. 
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a která činí 69,2% správně predikovaných mutací. Cílem optimalizace výběru programů a 
jejich parametrů je dosáhnout alespoň této hodnoty. 
Každá aminokyselina od pozice 2 do pozice 329 byla v proteinu lacI nahrazena 12 či 
13 z 20 základních aminokyselin. Při každém nahrazení byla laboratorně ověřena změna 
struktury a funkce. Takto vznikly záznamy obsahující 1 517 škodlivých a 2 260 neutrálních 
mutací. Všechny uvažované mutace pochází z jedné laboratoře, což zajišťuje konzistenci 
výsledku. 
7.2 Použitá databáze 
Sekvence pro všechny analýzy byly vybírány z databáze NCBI RefSeq (non-redundant) [46]. 
Verze použité databáze byla vydána 17. listopadu 2013 pod pořadovým číslem 61. Tato ver-
ze obsahuje 33 139 114 proteinů z 29 414 různých organismů. Pro rodinu programů BLAST 
byla použita předformátovaná databáze a pro program HMMER byla použita databáze ve 
formátu FASTA, na které byl poté vytvořen index programem esl-sfetch z balíku programů 
Easel.  
7.3 Testovací prostředí 
V průběhu celé práce bylo spuštěno 13 575 úloh s celkovou spotřebou 486 dnů procesorové-
ho času (zde jsou zahrnuty i úlohy pro testování na datasetu, úlohy končící chybou, úlohy 
sloužící k ladění knihovny pro automatizaci analýzy, ale i úlohy, které se ukázaly z hlediska 
optimalizace neperspektivní). Při takovém zatížení bylo nutné využít výpočetní cluster12. Pro 
výzkumné a akademické účely určité zdroje poskytuje virtuální organizace Metacentrum VO 
(http://metacentrum.cz), která zastřešuje dohromady 7 výpočetních center po celé ČR. 
V době psaní práce bylo přes Metacentrum dostupných 9 772 CPU. 
7.4 Experimenty zaměřené na výběr 
sekvencí 
Jednotlivé experimenty se zaměřovaly vždy na jeden ze tří kroků (viz obrázek 7.1). Zde bu-
dou popsány experimenty, pomocí kterých byl zjišťován vliv způsobu výběru sekvencí 
z databáze (krok 1). 
12 Výpočetní cluster je spojení počítačů pomocí počítačové sítě za účelem řešení složitých výpočetních 
úloh. 
Výběr sekvencí z 
databáze 
Vytvoření vícenásobného 
zarovnání 
Konstrukce fylogenetického 
stromu 
HMMER ProbCons FastTree 
BLASTP ClustalW RAxML 
CD-HIT ClustalΩ  
 MAFFT  
Tabulka 7.1: Programy pro jednotlivé kroky analýzy použité při zkoumání chování metody MAPP. 
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7.4.1 Vliv počtu sekvencí vybraných z databáze na 
přesnost analýzy 
První experimenty byly provedeny v kombinaci programů BLASTP + ClustalΩ + FastTree. 
Parametr, který se měnil, byl počet výstupních sekvencí z programu BLASTP. Ukázalo se, 
že počet sekvencí měl velký vliv z hlediska výsledné přesnosti metody MAPP (nejhorší 38% 
a nejlepší 67,4%). 
Důvodem je to, že čím více má rozhodovací model metody MAPP k dispozici odliš-
ných (ale příbuzných) sekvencí, tím má také k dispozici větší rozmanitost na jednotlivých 
pozicích v zarovnání a proto dokáže na těchto pozicích přesněji určit míru konzervovanosti. 
Při malé rozmanitosti označuje téměř všechny pozice proteinu jako vysoce konzervované a 
jejich mutace tedy jako škodlivé. Výsledky viz tabulka 7.2. Program BLASTP řadí implicit-
ně sekvence podle podobnosti, takže při malém počtu sekvencí jsou tyto sekvence velmi 
podobné. 
Při zvětšujícím se počtu sekvencí ale čas celé analýzy geometricky roste. Např. analý-
za s 50 sekvencemi trvá 14s a s 1 500 sekvencemi až 6h. Ani při 1 500 sekvencích však ne-
byl dostatečně pokryt prostor podobných sekvencí ohraničený hodnotou e-value13. 
7.4.2 Vliv použití různých programů pro výběr sekvencí 
z databáze 
Další experimenty zaměřené na výběr sekvencí testovaly vliv použití různých programů při 
vybírání homologních sekvencí. Tabulka 7.3 porovnává výslednou přesnost analýzy v závis-
losti na různých programech. Byly vyzkoušeny 4 různé kombinace programů. Samotný pro-
gram HMMER a samotný BLASTP. Ukázalo se, že HMMER je pro MAPP vhodnější se 
srovnatelnou rychlostí. Nejlepších výsledků bylo dosaženo v kombinaci HMMER + CD-HIT 
(a to 71,2%). 
Program CD-HIT slouží ke shlukování proteinových sekvencí. Pro shlukování se na-
staví parametr vnitřní podobnosti sekvencí a program vytvoří shluky, kde jsou všechny sek-
vence podobnější než stanovený práh identity. Z jednotlivých shluků je vybrána vždy jen 
jedna sekvence, která jej reprezentuje. Tabulka 7.4 ukazuje vliv počtu vybraných reprezenta-
tivních sekvencí na přesnost analýzy. 
U programu HMMER nelze předem nastavit počet výstupních sekvencí jako 
u BLASTP, takže pro shlukování byly použity všechny nalezené sekvence (cca 25 000). Práh 
vnitřní podobnosti programu CD-HIT byl nastaven na 60%, protože je-li podobnost sekvencí 
nad 60%, pak 90% sekvencí má podobnou strukturu (a dalo by se tedy čekat, že i funkci) 
[47]. 
U kombinace programů BLASTP + CD-HIT byl u BLASTP nastaven počet výstupních 
sekvencí na 25 000, aby byl výsledek srovnatelný s výsledkem programu HMMER.  
Použitím programu CD-HIT se vyřešil problém nedostatečného pokrytí prostoru mož-
ných sekvencí a zároveň je zachován malý počet sekvencí vstupující do analýzy. 
 
13 Parametr e-value určuje vzájemnou podobnost sekvencí. Výchozí je 0.001. 
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Počet reprezentativních 
sekvencí 
Přesnost Krytí 
1 500 69,07% 83,03% 
150 69,78% 96,80% 
250 70,01% 96,21% 
1 000 70,45% 93,46% 
500 70,62% 93,99% 
20 70,71% 99,71% 
50 71,20% 99,71% 
Tabulka 7.4: Přesnost analýzy v závislosti na počtu vybraných reprezentativních sekvencí pro shluky 
vytvořené metodou CD-HIT pro variantu HMMER + CD-HIT + ClustalΩ + FastTree. 
Kombinace programů Přesnost Krytí 
BLASTP 67,46% 98,93% 
HMMER 69,41% 100,00% 
BLASTP +  CDHIT 69,91% 99,74% 
HMMER + CDHIT 71,20% 97,24% 
Tabulka 7.3: Výsledky experimentů, při kterých se měnily programy, které sloužily k výběru sekvencí 
z databáze. Jako další programy byly použity ClustalΩ + FastTree. Krytí uvádí kolik požadovaných 
mutací bylo metodou MAPP předikováno. 
Počet sekvencí Přesnost Krytí 
150 38,16% 100,00% 
50 38,46% 100,00% 
250 62,91% 100,00% 
1 000 66,78% 98,97% 
500 67,16% 99,44% 
1 500 67,46% 98,93% 
Tabulka 7.2: Výsledky experimentů, při kterých se měnil počet sekvencí vybraných z databáze. Jedná 
se o variantu BLASTP + ClustalΩ + FastTree. Krytí uvádí kolik požadovaných mutací bylo metodou 
MAPP předikováno. 
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7.5 Experimenty zaměřené na vytváření 
zarovnání vybraných sekvencí 
z databáze 
V této podkapitole jsou popsány experimenty, které zkoumaly vliv výběru programu pro 
vytvoření zarovnání na výslednou přesnost analýzy. 
Pro vytváření vícenásobného zarovnání byly vybrány 4 programy (viz tabulka 7.1). 
Tabulka 7.5 znázorňuje změnu přesnosti v závislosti na vybrané metodě pro zarovnání 
sekvencí. Je vidět, že změna počtu sekvencí může přesnost analýzy ovlivnit výrazně, ale 
změna programu pro vytvoření zarovnání dopad na přesnost nemá téměř žádný vliv (maxi-
mální rozdíl nejlepšího a nejhoršího v jednom sloupci tabulky je 0,8%). 
Podobný závěr vyplývá i z experimentů pro variantu s výběrem sekvencí pomocí 
HMMER a CD-HIT s výběrem 50 reprezentativních sekvencí (viz tabulka 7.6). Rozdíl mezi 
nejmenší a největší přesností činí 1,27%.  
7.6 Experimenty zaměřené na vytváření 
fylogenetického stromu ze zarovnaných 
sekvencí 
Posledním krokem, který by mohl ovlivňovat přesnost analýzy, je vytváření fylogenetického 
stromu z vícenásobného zarovnání vybraných sekvencí. 
Rozdíl ve výsledné přesnosti u dvou programů, které pracují na odlišném principu, byl 
maximálně 0,5% (viz tabulka 7.5 a tabulka 7.6), z čehož lze usuzovat, že metoda MAPP není 
citlivá na přesně vytvořený fylogenetický strom. Rozdíl byl ale v tom, že program FastTree 
byl až o dva řády rychlejší než RAxML při zachování výsledné přesnosti.  
7.7 Vyhodnocení optimalizace a výběr 
programů pro metodu MAPP 
V předchozích podkapitolách byly popsány experimenty, které vedly k výběru vhodných 
programů pro kroky 1-3 (viz obrázek 7.1). 
Nejlepšího výsledku přesnosti pro krok 1 (71,2%) bylo dosaženo s metodou výběru 
25 000 sekvencí programem HMMER, následné shlukování programem CD-HIT a vybrání 
50 reprezentativních sekvencí z vytvořených shluků. 
Pro konstrukci zarovnání (krok 2) byl vybrán program MAFFT, který byl ze všech 
jmenovaných nejrychlejší (pro 50 sekvencí) a s variantou výběru sekvencí HMMER + CD-
HIT dosahoval nejlepších výsledků. 
Z hlediska výsledné přesnosti se ukázalo, že na výběru metody pro tvorbu fylogene-
tického stromu nezáleží a tak byl vybrán program podle rychlosti. Rychlejším (až o dva řá-
dy) byl program FastTree.  
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Metoda 
zarovnání 
Metoda konstr. 
fyl. stromu Přesnost analýzy 
ClustalΩ 
FastTree 71,1% 
RAxML 71,0% 
ClustalW 
FastTree 70,4% 
RAxML 70,5% 
MAFFT 
FastTree 71,2% 
RAxML 71,2% 
Probcons 
FastTree 69,9% 
RAxML 70,1% 
Tabulka 7.6: Hodnoty výsledné přesnosti u varianty HMMER + CD-HIT pro 50 shluků / výstupních 
sekvencí. 
 Počet sekvencí výstupních sekvencí programu 
BLASTP 
Metoda 
zarovnání 
Metoda konstr. 
fyl. stromu 50 150 250 500 1 000 1 500 
ClustalΩ 
FastTree 38,5% 38,2% 62,9% 67,2% 66,8% 67,5% 
RAxML 38,5% 38,5% 63,0% 67,2% 66,8% 67,5% 
ClustalW 
FastTree 38,5% 38,2% 63,4% 67,2% 67,5% 67,0% 
RAxML 38,5% 38,2% 63,8% 67,3% 66,9% 67,2% 
MAFFT 
FastTree 38,5% 38,2% 63,6% 66,5% 67,1% 67,1% 
RAxML 38,5% 38,2% 64,1% 66,7% 67,2%  
Probcons 
FastTree 38,5% 38,2% 62,6% 67,0%   
RAxML 38,5% 38,2% 63,3% 66,9%   
Tabulka 7.5: Hodnoty výsledné přesnosti pro různý počet sekvencí vybraných z databáze programem 
BLASTP (krok 1), různé programy vytvářející zarovnání sekvencí (krok 2) a různé programy na 
konstrukci fylogenetického stromu (krok 3). 
43 
8 Ověření přesnosti metody MAPP 
Pro porovnání metody MAPP s ostatními predikčními metodami je vhodné použít dataset, na 
kterém ostatní metody již byly testovány. Metoda MAPP bude v této kapitole otestována na 
dvou takových datasetech. 
Přesnost metody se měří jako podíl počtu mutací TP a TN14 vůči celkovému počtu 
mutací. Z důvodu nestejného počtu škodlivých a neutrálních mutací v datasetech byla vý-
sledná přesnost normalizována tak, aby nedocházelo ke zkreslování výsledku plynoucího 
z nevyváženosti tříd podle vzorce: 
 𝑛𝑜𝑟𝑚𝐴𝐶𝐶 = � 𝑇𝑃𝑇𝑃 + 𝐹𝑁 + 𝑇𝑁𝑇𝑁 + 𝐹𝑃�2  (2) 
8.1 Dataset PMD 
První dataset, na kterém byla ověřena přesnost metody MAPP s vybranými programy (viz 
kapitola 7), byl vygenerován jako subset databáze PMD, která se naposledy aktualizovala 
v roce 2007. Mutace, jejichž efekt byl v anotacích označen symbolem [=] (aktivita se ne-
mění), byly považovány za neutrální. Jinak označené mutace byly považovány za škodlivé 
(lépe řečeno „měnící funkci proteinu“, ale z hlediska snahy o používání konzistentní termi-
nologie se používá slovo škodlivé). 
Dataset byl převzat z [48] a obsahuje 3 497 mutací v 1 406 sekvencích z toho 1 248 
neutrálních mutací v 516 sekvencích a 2 249 škodlivých mutací v 890 sekvencích. 
Kvalitu datasetu je možné mimo jiné posoudit podle grafu sledované a očekávané dis-
tribuce mutovaných aminokyselin (viz obrázek 8.1). Na tomto grafu je vidět, že se v neutrál-
ních i škodlivých mutacích datasetu s výrazně vyšší pravděpodobností vyskytuje aminokyse-
lina alanin, což je způsobeno tím, že se při zjišťování efektu mutací často používá metoda 
alanine scanning15. Bohužel tato vlastnost datasetu není příliš ideální, takže výslednou hod-
notu nelze brát jako absolutní hodnotu přesnosti metody MAPP. 
Poměr sledované škodlivosti predikovaných mutací metodou MAPP na tomto datasetu 
zobrazuje tabulka 8.1.  
14 Zkratky TP, TN, FP a FN jsou vysvětleny v kapitole 3.6. 
15 Alanine scanning je metoda zkoumání důležitosti konkrétní pozice v proteinu na funkci tohoto pro-
teinu, kdy se daná pozice nahradí alaninem. Alanin se používá pro své "neutrální" vlastnosti (velikost, 
chemicky inertní, atd.). 
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A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y
A 0.25 1.00 0.60 0.00 0.00 0.40 1.00 0.00 0.50 0.00 0.40 0.00 0.00 0.11 0.27 0.50 0.50 1.00
C 0.85 1.00 0.00 0.29 1.00 0.00 1.00 0.00 0.57 0.35 0.00 0.50 1.00
D 0.71 0.75 0.69 0.55 0.33 0.25 0.67 0.55 0.67 0.38 1.00 1.00 0.67
E 0.44 1.00 0.17 0.60 0.44 0.75 0.67 0.00 0.33 0.17 0.43 0.00 0.71 1.00
F 0.76 0.67 1.00 0.75 1.00 0.00 0.00 0.67 0.44 0.00 0.00 1.00 1.00 1.00 0.40 1.00 0.00 0.25 0.50
G 0.68 0.80 0.58 1.00 0.50 1.00 0.67 0.00 1.00 0.00 0.65 0.43 1.00 1.00 1.00 0.00
H 0.75 0.00 0.80 0.67 0.55 1.00 1.00 0.45 0.38 1.00 0.46 0.50 0.00 1.00 0.43
I 0.71 1.00 1.00 0.80 0.80 1.00 1.00 0.80 0.13 0.67 0.71 1.00 0.60 0.89 0.71 0.25 1.00 0.33
K 0.60 0.67 0.00 0.46 0.00 1.00 0.25 0.50 0.70 0.27 1.00 0.50 0.56 0.57 0.78 0.00
L 0.57 0.25 1.00 1.00 0.25 0.80 0.67 0.33 0.86 0.43 1.00 0.80 0.50 0.92 0.63 0.50 0.75 0.50 1.00
M 0.47 0.00 1.00 0.00 0.67 0.00 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
N 0.52 0.50 0.33 0.67 0.50 0.67 0.00 0.40 0.20 0.00 1.00 0.20 1.00 0.00 0.00 0.50
P 0.59 0.50 1.00 0.60 1.00 1.00 0.50 0.73 1.00 1.00 0.86 0.40 0.86 1.00 1.00 0.00
Q 0.37 0.00 0.25 0.77 1.00 0.33 0.20 1.00 0.22 0.71 0.20 0.75 0.25 0.00 0.33
R 0.65 0.71 0.00 0.41 1.00 0.45 0.17 0.89 0.27 0.45 0.00 0.00 1.00 0.35 0.54 0.80 1.00 0.40 1.00
S 0.49 0.82 0.38 0.50 0.71 0.00 0.00 0.50 0.00 0.25 0.00 0.33 1.00 0.00 0.45 0.27 0.14 0.25
T 0.70 0.00 0.50 0.50 0.00 0.23 0.50 0.00 0.00 0.83 0.00 0.43 0.09 0.33 0.00
V 0.50 0.75 0.60 0.25 0.80 0.00 0.00 0.33 0.20 0.67 0.00 0.00 0.71 0.20 1.00 0.00
W 0.85 0.33 0.33 0.29 0.60 0.60 0.50 0.25 0.33 0.00 0.00 0.67 0.75 0.75 0.50 0.33
Y 0.80 0.67 1.00 0.50 0.39 0.67 0.67 0.25 0.75 0.67 1.00 0.00 0.33 1.00 0.50 0.33 0.83 0.33  
Tabulka 8.1: Tabulka sledované škodlivosti mutací na datasetu PMD. V buňkách tabulky je uveden 
poměr škodlivých mutací vůči všem mutacím pro danou kombinaci. V prvním sloupci tabulky jsou 
mutované aminokyseliny a v prvním řádku jsou aminokyseliny, na které bylo mutováno. 
   
Obrázek 8.1: Graf sledované a očekávané distribuce aminokyselin v mutacích datasetu PMD. Červená 
čára zobrazuje výskyt aminokyselin, ze kterých se mutovalo a zelená čára zobrazuje výskyt 
aminokyselin, na které bylo mutováno. Hodnota pro alanin (A) dosahuje v levém grafu hodnoty 0,32 a 
v pravém grafu 0,46. Při zobrazení těchto velkých hodnot v grafu by nebyly ostatní hodnoty čitelné. 
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8.2 Dataset MMP 
Druhý dataset, na kterém byla ověřena přesnost metody MAPP s vybranými programy (viz 
kapitola 7), byl převzat z [48]. 
Je vytvořen ze 13 proteinů, které jsou velmi silně promutovány (Massively Mutated 
Proteins). Prvních 11 proteinových sekvencí pochází ze studie Yampolského a Stolzfuse 
[51]. Další 2 sekvence pochází z patentů  [52] a [53]. Jednotlivé proteiny a údaje o nich zob-
razuje tabulka 8.2. 
Z grafu sledované a očekávané distribuce mutovaných aminokyselin (obrázek 8.2) je 
patrné, že se tento dataset více blíží očekávané distribuci mutací než dataset MMP. Není zde 
tak patrný vliv používání metody alanine scanning. 
Poměr sledované škodlivosti predikovaných mutací metodou MAPP na tomto datasetu 
zobrazuje tabulka 8.3.  
 
 
Název sekvence Druh Neutrálních 
mutací 
Škodlivých 
mutací 
Celkem 
mutací 
LacI E.coli 2 521 1 517 4 038 
Lysozyme Phage T4 1 590 328 1 918 
Interleukin-3 H.sapiens 385 369 754 
Barnase E.coli 643 33 676 
B-Lactamase Pseudomonas 37 476 513 
RecA E.coli 130 250 380 
Reverse 
transcriptase HIV 170 196 366 
Protease HIV 109 227 336 
Protein V Phage f1 106 207 313 
Nuclease Staphylococcus 123 167 290 
Growth  
hormone H.sapiens 19 31 50 
Alpha amylase Geobacillus  stearothermophilus 2 222 444 2 666 
Serine protease Bacilus subtilis 2 539 1 659 4 198 
Celkem  10 594 5 904 16 498 
Tabulka 8.2: Výčet proteinů v datasetu MMP. 
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A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y
A 0.35 0.72 0.68 0.35 0.29 0.51 0.43 0.65 0.26 0.32 0.35 0.71 0.40 0.67 0.17 0.41 0.41 0.73 0.63
C 0.75 0.50 0.75 0.60 0.67 0.33 0.50 0.50 0.25 0.50 0.00 1.00 0.33 0.80 0.50 0.00 0.00 0.67 0.67
D 0.46 0.13 0.39 0.27 0.38 0.31 0.38 0.15 0.35 0.24 0.22 0.60 0.19 0.32 0.19 0.17 0.61 0.60 0.48
E 0.38 0.38 0.04 0.24 0.33 0.17 0.40 0.25 0.25 0.08 0.00 0.87 0.09 0.10 0.20 0.07 0.75 0.36 0.25
F 0.75 0.53 0.80 0.90 0.54 0.55 0.36 0.82 0.50 0.33 0.17 0.92 0.50 0.91 0.50 0.00 0.46 0.00 0.53
G 0.44 0.49 0.56 0.63 0.55 0.46 0.55 0.56 0.55 0.33 0.29 0.80 0.41 0.66 0.19 0.45 0.67 0.55 0.57
H 0.67 0.69 0.79 0.75 0.40 0.57 0.53 0.56 0.65 0.35 0.39 0.95 0.40 0.58 0.39 0.42 0.69 0.59 0.53
I 0.52 0.21 0.80 0.87 0.21 0.55 0.65 0.76 0.34 0.59 0.59 0.88 0.50 0.81 0.51 0.60 0.21 0.58 0.47
K 0.30 0.23 0.18 0.22 0.14 0.15 0.03 0.37 0.21 0.18 0.14 0.76 0.10 0.12 0.07 0.33 0.33 0.26 0.23
L 0.52 0.44 0.74 0.78 0.26 0.50 0.40 0.14 0.56 0.19 0.35 0.93 0.29 0.78 0.36 0.44 0.47 0.52 0.45
M 0.33 0.73 0.25 0.80 0.00 0.47 0.50 0.50 0.67 0.15 0.43 0.91 0.50 0.75 0.67 0.71 0.50 0.67 0.88
N 0.29 0.22 0.30 0.23 0.27 0.04 0.15 0.54 0.23 0.35 0.23 0.85 0.06 0.23 0.08 0.23 0.63 0.41 0.33
P 0.39 0.32 0.47 0.46 0.30 0.12 0.37 0.52 0.40 0.57 0.16 0.20 0.27 0.68 0.29 0.39 0.47 0.50 0.20
Q 0.26 0.47 0.30 0.32 0.35 0.07 0.29 0.47 0.23 0.35 0.07 0.00 0.92 0.29 0.07 0.24 0.47 0.42 0.50
R 0.56 0.60 0.19 0.35 0.21 0.46 0.11 0.24 0.09 0.21 0.07 0.07 0.84 0.10 0.29 0.38 0.37 0.31 0.35
S 0.33 0.33 0.25 0.33 0.38 0.06 0.14 0.50 0.27 0.32 0.19 0.15 0.69 0.13 0.44 0.17 0.49 0.37 0.40
T 0.44 0.18 0.52 0.54 0.41 0.12 0.17 0.51 0.36 0.46 0.24 0.22 0.77 0.25 0.52 0.11 0.48 0.60 0.27
V 0.57 0.03 0.80 0.81 0.20 0.56 0.50 0.11 0.75 0.24 0.52 0.59 0.79 0.47 0.84 0.23 0.30 0.56 0.37
W 0.80 0.57 0.50 0.89 0.14 0.53 0.14 0.00 0.50 0.50 0.14 0.00 1.00 0.38 0.75 0.25 0.20 0.14 0.29
Y 0.43 0.35 0.73 0.55 0.21 0.24 0.31 0.06 0.55 0.17 0.19 0.31 0.83 0.05 0.60 0.21 0.00 0.14 0.11
 
Tabulka 8.3: Tabulka sledované škodlivosti mutací predikovaných metodou MAPP na datasetu MMP. 
V buňkách tabulky je uveden poměr škodlivých mutací vůči všem mutacím pro danou kombinaci. 
V prvním sloupci tabulky jsou mutované aminokyseliny a v prvním řádku jsou aminokyseliny, na 
které bylo mutováno. 
 
 
Obrázek 8.2: Graf sledované a očekávané distribuce aminokyselin v mutacích datasetu MMP. Červená 
čára zobrazuje výskyt aminokyselin v datasetu, ze kterých se mutovalo a zelená čára zobrazuje výskyt 
aminokyselin v datasetu, na které bylo mutováno.  
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8.3 Zhodnocení přesnosti metody MAPP 
Výsledky testování metody MAPP na datasetu PMD ukazují, že metoda má srovnatelnou 
přesnost s ostatními uvedenými (viz tabulka 8.4). Průměrná přesnost uvedených metod je 
64% a MAPP dosáhl přesnosti 63%. Tento dataset však nemusí odpovídat skutečným muta-
cím v přírodě, což ukazuje graf sledované a očekávané distribuce aminokyselin v mutacích 
(obrázek 8.1). Databáze, z níž byl dataset PMD vytvořen, je již poměrně zastaralá. Naposle-
dy byla aktualizována v roce 2007 a poslední vydaný článek byl z roku 1999. 
Testování metody MAPP na datasetu MMP, který je již blíže očekávané distribuci 
aminokyselin v mutacích (viz obrázek 8.2), dopadlo lépe. Metoda MAPP zde dosáhla přes-
nosti 69% oproti ostatním nástrojům, které v průměru dosáhly přesnosti 64,2% (viz tabulka 
8.5). 
Detailní výsledek testování datasetu PMD a datasetu MMP ukazuje tabulka 8.6 a ta-
bulka 8.7. 
Uvedené výsledky testování metody MAPP naznačují, že metoda MAPP je schopna se 
při použití zvolených programů pro výpočet zarovnání a konstrukci stromu vyrovnat přes-
ností ostatním metodám pro predikci vlivu mutací na funkci proteinu a je možné ji používat 
v proteinovém inženýrství.  
 
 
 
PhD-SNP SIFT nsSNPAnalyzer SNAP PANTHER MAPP 
63% 65% 62% 71% 60% 69% 
Tabulka 8.5: Přesnosti predikce různých nástrojů na datasetu MMP. Hodnoty všech metod 
s výjimkou MAPP byly převzaty z [48], výsledek MAPP byl vypočítán s použitím nastavení 
popsaného v kapitole 7. 
PhD-SNP SIFT PolyPhen-2 SNAP PON-P MAPP 
64% 62% 62% 63% 69% 63% 
Tabulka 8.4: Přesnosti predikce různých nástrojů na datasetu PMD. Hodnoty všech metod 
s výjimkou MAPP byly převzaty z [49]. Výsledek MAPP byl vypočítán s použitím nastavení 
popsaného v kapitole 7. 
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 Výsledky MAPP 
TP 2 760 
FN 1 407 
TN 5 210 
FP 2 019 
Celkem 11 396 
TPR - senzitivita  0,662 
TNR - specifičnost 0,721 
Přesnost 0,699 
Přesnost norm. 0,692 
MCC 0,374 
MCC norm. 0,384 
Tabulka 8.7: Výsledky testování metody MAPP na datasetu MMP. Zkratka MCC značí Matthews 
coefficient. Hodnoty byly vypočteny podle [50]. 
 Výsledky MAPP 
TP 1 189 
FN 741 
TN 629 
FP 361 
Celkem mutací 2 920 
TPR - senzitivita  0,616 
TNR - specificita 0,635 
Přesnost 0,623 
Přesnost norm. 0,626 
MCC 0,238 
MCC norm. 0,251 
Tabulka 8.6: Výsledky testování metody MAPP na datasetu PMD. Zkratka MCC značí Matthews 
coefficient.  Hodnoty byly vypočteny podle [50]. 
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9 Implementační část 
Posledním cílem této práce je vytvořit webové rozhraní, které metodu zpřístupní uživatelům, 
aniž by museli instalovat potřebné programy pro kroky 1-3 (viz kapitola 7). V rámci webo-
vého rozhraní i během všech spuštěných analýz při optimalizaci podpůrných programů a 
testování na datasetech byla použita knihovna implementována v jazyce Python, které auto-
matizuje spouštění analýzy metodou MAPP. 
9.1 Knihovna v jazyce Python 
Tato knihovna byla implementována za účelem zjednodušení procesu spouštění analýzy 
metodou MAPP. Samotná knihovna zajišťuje jen automatizaci volání příkazů, které jsou 
vypsány do konfiguračního souboru a zajišťuje zpracování chyb a výstup, podle kterého je 
možné zjistit, kde k chybě došlo. Knihovna je bezpečná z hlediska paralelizace, takže je 
možné spouštět více analýz na jednom nebo více počítačích současně. 
9.1.1 Instalace 
Instalace knihovny je možné provést příkazem: 
$sudo pip install Mapp 
9.1.2 Závislosti 
Knihovna pro svůj základní běh potřebuje pouze python 2.7. Pokud uživatel chce využívat 
i moduly, které umí převádět soubory do různých formátů (v balíku mapp.utils), musí nain-
stalovat knihovnu biopython. K tomu, aby mohla být provedena celá analýza, je nutné mít 
nainstalované programy pro získávání sekvencí, vytváření zarovnání a tvorbu fylogenetické-
ho stromu. 
9.1.3 Popis knihovny 
Adresářovou strukturu znázorňuje obrázek 9.1 a popis jednotlivých balíků je následující: 
• Balík mapp.core zajišťuje základní proces analýzy. Načte konfigurační soubor 
a postupně vykoná příkazy v něm obsažené. Při výskytu chyby ji zpracuje a vypíše 
na výstup. 
• Balík mapp.dataset obsahuje moduly, které umí pracovat se soubory datasetu, ex-
trahovat z nich potřebné informace a vytvářet výsledné soubory s hodnocením. 
• Balík mapp.performance obsahuje modul, který umí vyhodnotit přesnost analýzy 
vzhledem k analyzovaným mutacím. 
• Balík mapp.test obsahuje testovací soubory knihovny. 
• Balík mapp.utils obsahuje moduly, které fungují i jako samostatně spustitelné 
skripty, takže se mohou volat z konfiguračního souboru nebo příkazové řádky. 
Většinou se jedná o úpravy, konverzi a čištění vstupních/výstupních souborů pod-
půrných programů. 
Všechny moduly a důležité metody obsahují dokumentaci (docstring) popisující funk-
ci, parametry nebo návratovou hodnotu. 
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 9.1.4 Konfigurační soubor pro analýzu 
Pro každé spuštění analýzy je nutné vytvořit konfigurační soubor, který obsahuje příkazy pro 
získání sekvencí, zarovnání a fylogenetického stromu. Konfigurační soubor má danou šablo-
nu a povinně musí obsahovat určité hodnoty (viz obrázek 9.2), které jsou pak knihovnou 
načteny. Konfigurační soubor je tvořen podle syntaxe, kterou zpracovává třída standardní 
knihovny ConfigParser. 
 
Mapp 
├── createmapp.py 
└── mapp 
    ├── core 
    │   ├── analyzers.py 
    │   ├── exceptions.py 
    │   ├── __init__.py 
    │   └── parsers.py 
    ├── dataset 
    │   ├── evaluators.py 
    │   ├── files_managers.py 
    │   ├── files.py 
    │   ├── files.pyc 
    │   ├── __init__.py 
    │   ├── make_results.py 
    │   └── make_seqfile.py 
    ├── __init__.py 
    ├── performance 
    │   ├── evaluation.py 
    │   └── __init__.py 
    ├── test 
    │   ├── (testovací moduly) ... 
    └── utils 
        ├── add_sequence_first.py 
        ├── alignconverter.py 
        ├── blasttofasta.py 
        ├── cdhit_sequences.py 
        ├── common.py 
        ├── get_settings_value.py 
        ├── hmmertofasta.py 
        ├── __init__.py 
        ├── mutation_correction.py 
        ├── purge_sequences.py 
        ├── shuffle_sequences.py 
        └── treeconverter.py 
 
Obrázek 9.1: Adresářová struktura knihovny Mapp. 
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 9.2 Webové rozhraní 
Webové rozhraní bylo implementováno z toho důvodu, že autoři takové rozhraní neposkytli, 
přičemž prakticky u všech ostatních podobných predikčních metod je takové rozhraní stan-
dardem. Implementace se zaměřovala na jednoduchý návrh a vzhled a je dostupná na adrese: 
http://ll47.sci.muni.cz:6214/. 
9.2.1 Popis rozhraní 
Vstupní stránka (viz příloha 2) obsahuje pouze pole na zadávání sekvence, která musí být ve 
formátu FASTA a pole pro zadávání seznamu mutací, které jsou ve formátu <substituovaná 
[commands] 
#unique identifier of analysis 
id= 
#sequence file in fasta format 
sequence = 
#output file from blast or hmmer program 
blastout = 
#file containing statistics about finding sequence homologs 
blaststat = 
# blast command  
blast = 
# input file for program generating multiple sequence alignment (same as blast 
output) 
msain = 
# MSA program output file 
msaout = 
# this command is executed before MSA program is executed 
# (it could be for blast output cleaning / conversion) 
beforemsa = 
# MSAprogram command 
msa = 
# tree program input file (converted msaout file to Newick format) 
treein = 
# tree program output file 
treeout = 
# this command is executed before the tree program 
beforetree = 
# tree program command 
tree = 
# input msa file for MAPP (in fasta format – it could be the same as msaout 
value) 
mappinmsa = 
# input tree file for MAPP (in Newick format) 
mappintree = 
# MAPP output file 
mappout = 
# command before the mapp command (good for e.g. adjust tree to proper newick 
format) 
# MAPP is really sensitive to proper file format 
beforemapp = 
# MAPP command itself 
mapp = java -jar MAPP.jar -f %(mappinmsa)s -t %(mappintree)s -o %(mappout)s 
 
Obrázek 9.2: Základní šablona konfiguračního souboru. Hodnoty uvedené v šabloně jsou knihovnou 
vyžádovany. 
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aminokyselina><pozice mutace><substituující aminokyselina> (např. A1C znamená nahra-
zení aminokyseliny alanin na pozici 1 za aminokyselinu cystein). 
Formulář také umožňuje nastavit základní parametry pro získání homologních sek-
vencí, tvorbu vícenásobného zarovnání a konstrukci fylogenetického stromu. 
Další stránka zobrazí detail analýzy (viz příloha 3) a její zadané parametry. Po dokon-
čení analýzy se na stránce detailu objeví odkaz na stránku s výsledky analýzy. 
Na stránce s výsledky (viz příloha 4) je možné stáhnout soubory vytvořené během 
analýzy i výsledný soubor, který obsahuje analyzované mutace. Výsledný seznam vyhodno-
cených mutací je také zobrazen přímo na stránce. Pokud je zkoumaných mutací více než 50, 
aktivuje se stránkování a uživatel si může ve výsledcích listovat. 
9.2.2 Popis implementace 
Minimalistický vzhled webu byl zpracován pouze pomocí HTML5, CSS3 a jQuery. Aplikace 
by měla působit přehledně a jednoduše, aby neodradila uživatele, kteří se v problematice 
predikce mutací příliš neorientují. Pro zkušenější uživatele je možné rozbalit jednotlivé sek-
ce a nastavit si základní parametry. 
Funkčnost webu je naprogramována v jazyce Python pomocí frameworku Django. 
Tento framework je mezi Python programátory velmi rozšířen a poskytuje standardizovanou 
šablonu a postupy vývoje. Programátor, který zná Django, se velmi rychle v kódu aplikace 
zorientuje. Tento framework implementuje všechny základní kroky vývoje webu, tudíž se 
programátor zabývá pouze specifickou funkčností konkrétní aplikace. V případě webového 
rozhraní pro metodu MAPP se jednalo hlavně o spouštění výpočtu v samostatném vlákně a 
zpracování výsledku. Aplikace všechny požadavky ukládá do databáze SQLite. 
 Pro spouštění výpočtu na pozadí se při programování ve frameworku Django obvyk-
le používá knihovna Celery. Tato knihovna spouští vlastní proces tzv. worker, který funguje 
jako fronta úloh. Ten postupně zpracovává zaslané úlohy a vytváří jednotlivé soubory analý-
zy. Ke komunikaci mezi procesem Celery a hlavním procesem webové aplikace se používá 
např. zasílání zpráv. K zasílání zpráv mezi procesy slouží knihovna RabbitMQ, která spouští 
proces naslouchající na určitém portu a funguje tak jako prostředník mezi hlavním procesem 
webu a procesem Celery. Knihovna Celery byla dříve implementována přímo pro framework 
Django, a proto je použití kombinace Django + Celery nevyžaduje žádné dodatečné progra-
mování (pouze importování knihovny Celery do vlastní aplikace Django aplikace). Rab-
bitMQ je používán jako výchozí nástroj ke komunikaci v knihovně Celery. Knihovna Celery 
si dokonce proces RabbitMQ umí sama spustit (stačí mít knihovnu nainstalovanou). Pokud 
tedy programátorovi stačí výchozí nastavení, může využít předpřipravené implementace. 
Největším problémem a zdrojem možných chyb je spuštění a nastavení procesu Celery jako 
démona16. Problematické je hlavně ladění a hledání chyb v nastavení. Celery však poskytuje 
velmi kvalitní dokumentaci, podle které je možné postupovat. 
Posledním aktivním článkem v implementaci je webový server, pomocí kterého je 
webová aplikace přístupná z internetu. Jako server byl použit Apache. Ke spouštění aplikací 
psaných v jazyce Python je nutné přidat k serveru Apache ještě rozšíření mod_wsgi, což je 
standardizované rozhraní mezi Python aplikacemi a serverem Apache. Server pak může tyto 
aplikace (po definování určitých pravidel) spouštět v reakci na HTTP požadavek a uživateli 
zpětně zaslat výsledek z aplikace (což může být např. HTML stránka nebo soubor ke staže-
ní). 
16 Démon je program, který je dlouhodobě spuštěn a není v přímém kontaktu s uživatelem. Jeho úko-
lem je vyčkávat v nečinnosti na nějakou událost a tu posléze obsloužit bez nutnosti zásahu uživatele. 
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Při provádění analýzy Worker procesy (spuštěné pomocí Celery) vytváří soubory vy-
braných sekvencí, zarovnání sekvencí, fylogenetického stromu a samotné soubory výsledné 
analýzy metody MAPP. Tyto soubory jsou uloženy na serveru po dobu jednoho týdne a poté 
jsou pomocí nástroje cron smazány. 
Jednotlivé kroky a stavební bloky webového rozhraní shrnuje obrázek 9.3.  
 
 
 
Obrázek 9.3: Popis procesu a stavebních bloků webové aplikace. 
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10 Závěr 
Hlavním cílem této práce bylo analyzovat chování metody MAPP a porovnat její přesnost 
s ostatními nástroji pro predikci vlivu aminokyselinových substitucí na funkci proteinu. 
Metoda MAPP potřebuje na svém vstupu soubory s vícenásobným zarovnáním a fylo-
genetickým stromem. Tyto soubory se vytváří z homologních sekvencí, které musí uživatel 
vybrat z databáze. Problematika jednoduchého a vícenásobného zarovnání sekvencí je pro-
brána v kapitole 4 a 5. Fylogenetická analýza a tvorba fylogenetického stromu je popsána 
v kapitole 6. Protože jsou tato témata velmi široká, hlavní důraz byl kladen na takové zpra-
cování textu, aby čtenář pochopil, na jakých principech fungují nástroje, které se používají 
v praktické části s metodou MAPP. Na konci každé kapitoly je několik vybraných nástrojů 
stručně popsáno. 
V praktické části byla v kapitole 7 provedena optimalizace výběru programů pro zís-
kání homologních sekvencí z databáze, vytvoření souboru pro zarovnání sekvencí a vytvoře-
ní souboru s popisem fylogenetického stromu. Optimalizace výběru programů byla provádě-
na na jednom silně promutovaném proteinu. Cílem optimalizace bylo dosáhnout minimálně 
takové přesnosti, kterou na tomto proteinu uváděli autoři. Tohoto cíle bylo dosaženo. Hlavní 
vliv na výslednou přesnost celé analýzy měl způsob vybírání homologních sekvencí z data-
báze a jejich počet. Tento krok by se dal v budoucnu ještě více prozkoumat (např. experi-
mentovat s využitím databáze Pfam). Metoda tvorby vícenásobného zarovnání měla na vý-
slednou přesnost analýzy vliv poměrně malý (jednotky procent). Vliv způsobu konstrukce 
fylogenetického stromu byl zanedbatelný (desetiny procent). Při optimalizaci byly pro získá-
ní homologních sekvencí vybrány programy HMMER ve spolupráci s programem CD-HIT. 
Pro konstrukci zarovnání byl vybrán program MAFT a pro tvorbu fylogenetického stromu 
program FastTree. 
S takto vybranými programy byla metoda MAPP v kapitole 8 otestována na dvou da-
tasetech. Testování ukázalo, že tato metoda je přinejmenším srovnatelná s ostatními použí-
vanými programy a mohla by být využívána v proteinovém inženýrství. 
Během práce byl vytvořen balík v jazyce Python, který celý proces použití metody 
MAPP usnadňuje. Tento balík je možné nainstalovat jedním příkazem z oficiálního repositá-
ře Python balíků tzv. PyPI - the Python Package Index. Na základě tohoto balíku bylo vytvo-
řeno webové rozhraní, které umožňuje jednoduše spustit analýzu zadaného proteinu bez nut-
nosti instalace lokální databáze proteinů a dalších podpůrných programů. Knihovna a webo-
vé rozhraní jsou popsány v kapitole 9. 
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Příloha 1. Ukázka proteinových 
molekul 
Ukázka proteinových molekul různých tvarů a velikostí. Všechny proteiny jsou znázorněny 
jako prostorové modely ve stejném měřítku. Přejato z [1]. 
 
  
61 
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Příloha 3. Detail zadané analýzy 
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Příloha 4. Výsledky zadané analýzy 
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Příloha 5. Obsah CD 
/program/src_mapp  zdrojové soubory knihovny mapp 
/program/src_web  zdrojové soubory webového rozhraní 
/doc/index.html  dokumentace k Python knihovně Mapp s popisem instalace 
/text/dp.pfd   text diplomové práce ve formátu pdf 
/text/dp.docx  text diplomové práce ve formátu doc 
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